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Соматические мутации в кодонах 532–547 12-го экзона гена JAK2 высокоспецифичны для подтверж-
дения диагноза истинной полицитемии. Цель настоящей работы – разработка методики для обнаруже-
ния и количественной оценки уровня аллельной нагрузки данных мутаций с использованием технологии 
пиросеквенирования. Определение нуклеотидной последовательности проводили на приборе PyroMark 
Q24. Для верификации наличия мутаций выполняли клонирование ДНК, выделенной из клинических об-
разцов. Секвенирование клонов проводили с использованием реагентов и оборудования фирмы “Applied 
Biоsystems” (США). После подтверждения наличия мутации в клонах методом Сэнгера, образец, содержа-
щий мутацию, повторно анализировали на приборе PyroMarkQ24 в количественном формате для опреде-
ления уровня аллельной нагрузки. Среди 48 образцов ДНК от пациентов с высокой клинико-гематологиче-
ской вероятностью диагноза истинной полицитемии и отсутствием мутации V617F в 14-м экзоне гена JAK2 
был идентифицирован один образец, содержащий наиболее распространенную в области 12-го экзона 
данного гена соматическую мутацию N542-E543 del. Определение уровня аллельной нагрузки проводили 
трижды в динамике развития заболевания с августа 2013 г. по июнь 2015 г. Полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что в ходе развития заболевания аллельная нагрузка у пациента возрастает и за 23 мес 
наблюдения этот показатель вырос более чем в 2 раза, что свидетельствует о соответствующем увеличе-
нии количества клеток трансформированного клона. В то же время до настоящего момента у пациента 
наблюдается клинико-гематологическая компенсация заболевания на фоне проведения умеренных тера-
певтических воздействий – эксфузионной и дезагрегационной терапии. Предложенная методика позволя-
ет детектировать мутации в анализируемом фрагменте, а также проводить количественный мониторинг 
аллельной нагрузки в динамике заболевания с целью контроля эффективности используемой терапии.
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Для подтверждения диагноза одного из наиболее рас-
пространенных Ph-негативных хронических миелопроли-
феративных заболеваний (ХМПЗ) – истинной полицитемии 
(ИП), в соответствии с клиническими рекомендациями ВОЗ 
[1], достаточно наличия высокого содержания гемоглобина и 
гематокрита, а также выявления какой-либо из клинически 
значимых соматических мутаций в гене JAK2. Ключевым 
звеном патогенеза ИП является независимая активация JAK-
STAT сигнального пути, чаще всего обусловленная мутацией 
V617F в 14-м экзоне гена JAK2 [2].

Для определенного числа V617F-отрицательных больных 
с клиническим диагнозом ИП характерны иные мутации в 
гене JAK2, происходящие в онкоассоциированной последо-
вательности 12-го экзона (микроделеции, микроинсерции и 
точечные мутации, затрагивающие аминокислотные остатки 
в положении 532–547 белка Jak2). Согласно информации, 
представленной в базе данных COSMIC [3], в этом фрагмен-
те описано более 40 соматических мутаций, встречающихся 
с разной частотой и имеющих клиническое значение для под-
тверждения ИП [4, 5]. Частота встречаемости таких мутаций 
среди больных ИП составляет около 5% для европейской по-
пуляции [6] и около 13% для китайской [5]. Клиническая кар-
тина течения заболевания и факторы риска развития тромбо-
за и вторичного миелофиброза у больных ИП, обусловлен-
ные возникновением мутации в 12-м экзоне гена JAK2, не 
имеют значимых отличий от соответствующих проявлений у 
V617F-положительных больных [7].

Для анализа как отдельных, так и всего спектра мутаций в 
области 12-го экзона гена JAK2 используют различные моле-
кулярно-генетические методики, основанные на секвениро-

вании ДНК [8], модификации полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в режиме реального времени (ПЦР-РВ): аллель-специ-
фичная ПЦР [9, 10], методы детекции мутаций на основании 
анализа кривых плавления [11–13], а также некоторые другие 
методики [14, 15]. Тем не менее ни один из предложенных 
методов не может одновременно и однозначно определить 
все возможные варианты указанных соматических мутаций 
ввиду их разнообразия, а также то, что уровень аллельной 
нагрузки соматическими мутациями в крови пациента за-
частую оказывается ниже уровня чувствительности предло-
женного метода. В связи с этим выявление мутаций в 12-м 
экзоне гена JAK2 пока не является рутинной процедурой в 
практике клинико-диагностических лабораторий.

Ранее мы предложили метод количественного опре-
деления аллельной нагрузки мутации JAK2V617F в 14-м  
экзоне гена JAK2 методом пиросеквенирования на приборе 
PyroMark Q24 [16].

Цель настоящей работы – разработка методики для обна-
ружения и количественной оценки уровня аллельной нагруз-
ки соматических мутаций в кодонах 532–547 12-го экзона 
гена JAK2 методом пиросеквенирования.

Материал и методы
Анализ 12-го экзона гена JAK2 проводили на 48 образ-

цах ДНК, собранных в лаборатории Красноярского филиала  
Гематологического научного центра в период 2012–2015 гг. от 
пациентов с высокой клинико-гематологической вероятностью 
диагноза ИП и отсутствием мутации V617F в 14-м экзоне гена 
JAK2. Отсутствие мутации V617F для всех образцов опреде-
лено с помощью коммерческой тест-системы фирмы «Литех»  
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Somatic mutations in codons 532--547 of JAK2 exon 12 are highly specific to confirm the diagnosis of poly-
cythemia vera (PV). The aim of this study was to develop the pyrosequencing method for the detection and 
quantification of JAK2 exon 12 allele burden. The nucleotide sequencing of the JAK2 exon 12 fragment was 
carried out with the use of “PyroMark Q24”. To verify the presence of mutations, the DNA sequences extracted 
from the clinical samples were cloned and obtained clones were sequenced with the use of reagents and 
equipment of the “Applied Biosystems” (USA). A sample containing the mutation was analyzed again after con-
firming the presence of mutations in clones by Sanger sequencing with “PyroMark Q24” for the quantification 
of the JAK2 exon 12 allele burden. Among 48 of JAK2 V617F-negative PV patients, who had a high clinical and 
hematological probability of PV diagnosis, a N542-E543 del mutation of JAK2 in exon 12 has been detected in 
the 62-years old male patient. The detection and quantification of the JAK2 exon 12 allele burden by virtue of 
using a pyrosequencing method for this patient was carried out three times from August 2013 to June 2015. 
Our results show the JAK2 N542-E543 del allele burden to increase more than twice during 23 months of fol-
lowing up of the patient. These data suggest about increase of the number of the transformed clonal cells. The 
proposed method allows detecting and carrying out quantitative determination of the mutant JAK2 exon 12 
allele burden for monitoring the efficacy of the therapy.
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Секвенирование клонов проводили с помощью реагентов и 
оборудования фирмы “Applied Biоsystems” (США). После под-
тверждения мутации в клонах методом Сэнгера образец, содер-
жащий мутацию, повторно анализировали на приборе PyroMark 
Q24. Анализ проводили в количественном формате (AQ) с ис-
пользованием последовательности добавления нуклеотидов, со-
ответствующей обнаруженной мутации, для определения уров-
ня аллельной нагрузки выявленной мутации в образце. 

Обработку полученных данных проводили с помощью стан-
дартных средств программных возможностей MS Excel.

Результаты
В результате проведенного тестирования с использовани-

ем технологии пиросеквенирования из 48 клинических об-
разцов был обнаружен один образец, содержащий наиболее 
распространенную в области 12-го экзона гена JAK2 сомати-
ческую мутацию N542-E543 del.

Больной, в гене JAK2 которого обнаружена мутация,  
мужчина в возрасте 62 лет. На момент диагностики заболе-
вания в июле 2013 г. у больного присутствовал выраженный 
плеторический синдром, спленомегалия не выявлялась, в 
периферической крови отмечались повышенная концентра-
ция гемоглобина (204 г/л), гематокрита (71,5%) и количества 
эритроцитов (6,43 × 1012/л). При этом количество лейкоцитов  
(8 × 109/л) и тромбоцитов (250 × 109/л) не превышало норму. 
На фоне проведения 7 эксфузий крови по 450–500 мл (июль–
август 2013 г.) достигнута клинико-гематологическая ком-
пенсация заболевания. В течение последующих 18 мес на-
блюдения у больного медленно рецидивировало полнокро-
вие, сохранялась артериальная гипертензия, амбулаторно 
проводили терапию дезагрегантами и гипотензивными сред-
ствами. В январе–феврале 2015 г. больному выполнен повтор-
ный курс кровопусканий (4 кровопускания по 450–500 мл 
крови). Увеличение селезенки в это время пальпаторно не за-
регистрировано, но однократно по данным ультразвукового 
исследования в феврале 2015 г. отмечалось увеличение ее 
размера до 13,6 × 6,2 см (умеренная спленомегалия). Через  
5 мес, при очередном контрольном обследовании (июнь 2015 г.) 
отмечена симптоматика умеренного полнокровия, при этом 
спленомегалия и панцитоз в гемограмме отсутствовали.

В целом за все время наблюдения за пациентом (июль 
2013 г. – июнь 2015 г.) можно отметить, что содержание ге-
моглобина, гематокрита и эритроцитов на фоне проведения 
эксфузий либо умеренно превышало норму, либо находилось 
на ее верхней границе (см. таблицу). Выявлено значитель-
ное увеличение фракции незрелых ретикулоцитов (как со 
средним, так и с высоким содержанием РНК) на фоне от-
носительного снижения наиболее зрелых ретикулоцитов, 
что свидетельствует о значительном росте пролиферативной 
активности эритроидного ростка кроветворения. Количество 
тромбоцитов и лейкоцитов не имело значительных различий 
от нормы. Тромботических эпизодов не зарегистрировано, 
циторедуктивная терапия не проводится.

Диагноз ИП был подтвержден морфологическим иссле-
дованием трепанобиоптата костного мозга в августе 2015 г. 
При микроскопическом исследовании отмечено, что клеточ-
ность костного мозга равномерно повышена относительно 
возрастной нормы до 100% (норма 40–50%). Мегакариоци-
тарный росток был гиперплазирован, представлен большей 
частью (более 80%) атипичными формами, среди которых 
преобладают мегакариоциты больших, в меньшей степени 
средних размеров с нарушением ядерно-цитоплазматиче-
ского соотношения. Встречались клетки с гиперглобулиро-
ванными ядрами и единичные «staghorn-like»-формы. От-
дельные мегакариоциты были расположены паракостально, 
непосредственно контактируя с костными балками. Разроз-
ненно определяются рыхлые кластеры атипичных мегакари-
оцитов. Эритроидный росток омоложен с наличием большо-
го количества ранних форм, нормобластического типа с фор-
мированием большого количества эритроидных островков, в 
составе которых преобладают промежуточные формы. Гра-
нулоцитарный росток гиперплазирован, определялся на всех 

(ПЦР-РВ), а также подтверждено при использовании набора ре-
агентов АмплиСенс Пироскрин. Выделение ДНК проводили из 
лейкоцитов 250 мкл цельной периферической крови с помощью 
набора ДНК-сорб-В (ФБУН Центральный НИИ эпидемиологии, 
Москва).

Определение нуклеотидной последовательности фрагмен-
та 12-го экзона гена JAK2 проводили с помощью технологии  
пиросеквенирования по методике, описанной К.О. Мироновой 
и соавт. [17].

Все реагенты для постановки ПЦР и процедуры пробоподго-
товки продуктов амплификации произведены ФБУН Центральный 
НИИ эпидемиологии («АмплиСенс», Россия). Для амплификации 
фрагмента длиной 155 п.о., содержащего анализируемую область 
12-го экзона гена JAK2, были использованы следующие прай-
меры: CTCACCAACATTACAGAGGCCTACT (прямой праймер) 
и biotin-GTCACATGAATGTAAATCAAGAAAACAGATG (об-
ратный праймер). Амплификацию проводили в объеме 25 мкл. 
Смесь для проведения реакции готовили следующим обра-
зом: 5 мкл смеси, содержащей праймеры и дезоксинуклеозид-
трифосфаты, смешивали с 0,5 мкл реактива полимераза TaqF,  
9,5 мкл 2,5хПЦР-буфера blue и 10 мкл выделенной ДНК. По-
становку ПЦР проводили на приборе MaxyGene (“Axygen”, 
США) по следующей программе: 95 °С – 15 мин; 95 °С – 15 с,  
60 °С – 15 с, 72 °С – 20 с (45 циклов).

Анализ продуктов амплификации проводили на приборе 
PyroMark Q24 (версия программного обеспечения 2.0.6) с ис-
пользованием набора реагентов PyroMark Gold (“Qiagen”, Гер-
мания). Для получения более точных результатов секвенирова-
ние каждого клинического образца проводили с использованием 
двух праймеров: CTCACCAACATTACAGAGGCCTACT (S1) и 
GCCTACTCATATGAACCAAATGG (S2). Пиросеквенирование 
проводили в формате de novo (SQA), последовательность добав-
ления нуклеотидов: G, A, C и T 20 циклов.

Параллельно с клиническими образцами анализировали кон-
трольный образец, не содержащий мутацию, ПКО ДНК человека 
(«АмплиСенс», Россия). Полученные данные сохранялись в  
виде файлов *.xlsx и далее относительные высоты сигналов,  
соответствующие нуклеотидам в последовательности анализи-
руемого локуса анализировали на наличие каких-либо отклоне-
ний от результатов контрольного образца дикого типа.

Для верификации наличия мутаций в образцах с отклоне-
ниями от последовательности «дикого типа» проводили секве-
нирование методом Сэнгера (Sanger) [18]. Для этого ДНК, вы-
деленную из этих клинических образцов, клонировали в век-
тор pGem-T по стандартной методике (“Promega”, США) [19].  

DOI http://dx.doi.org/10.18821/0234-5730-2016-61-4-196-200
Оригинальная статья

Результаты клинико-гематологического исследования  
и анализа уровня аллельной нагрузки мутацией N542-E543 del 

в динамике течения заболевания у обследуемого пациента

Показатель Август 
2013 г.

Январь 
2015 г.

Июнь 
2015 г.

Гемоглобин, г/л 156 181 134
Гематокрит, % 49,9 61,6 48,4
Эритроциты, × 1012/л 6,5 9,76 7,82
Ретикулоциты, % 1,43 - 2,05
Фракция незрелых  
ретикулоцитов, %

12,1 - 36,7

Ретикулоциты с низкой  
флюоресценцией, %

87,9 - 63,3

Ретикулоциты со средней  
флюоресценцией, %

10,2 - 19,7

Ретикулоциты с высокой  
флюоресценцией, %

1,9 - 17

Лейкоциты, × 109/л 5,14 9,13 8,35
Лимфоциты, × 109/л 2 2,27 2,20
Лимфоциты, % 25 24,9 26,3
Тромбоциты, × 109/л 182 102 237
Размер селезенки, см 11,2 × 6,2 13,6 × 6,2 12,7 × 5,7
Уровень аллельной нагрузки, % 15 28 36
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объективного мониторинга молекулярной прогрессии забо-
левания и эффективности терапии при ИП.

Таким образом, предложенная методика позволяет детек-
тировать мутации в анализируемом (примыкающем к началу 
псевдокиназного домена гена JAK2) фрагменте и проводить 
количественный мониторинг аллельной нагрузки в динами-
ке развития заболевания, а также может использоваться для 
контроля эффективности элиминации трансформированного 
клеточного клона. Предел чувствительности обнаружения 
соматических мутаций методом пиросеквенирования нахо-
дится в диапазоне 2–5% мутантной фракции [16, 24–26] и 
при необходимости может быть увеличен за счет обогащения 
доли мутантной фракции [27]. Технология пиросеквенирова-
ния представляет собой быстрый точный и надежный под-
ход с высокой пропускной способностью для исследования и 
других мишеней, подобных 12-му экзону гена JAK2.
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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стадиях созревания. При импрегнации соля-
ми серебра по Гомори [20] – MF-0. Костные 
балки с явлениями системного остеопороза.

Определение уровня алелльной нагрузки 
мутацией N542-E543 del проводили трижды 
в динамике развития заболевания на образ-
цах ДНК, полученных из лейкоцитов цельной 
крови больного в августе 2013 г., январе 2015 г. 
и июне 2015 г. Результаты количественного 
анализа всех трех проб ДНК методом пиро-
секвенирования приведены на рисунке. По-
лученные результаты свидетельствуют о том, 
что в ходе развития заболевания аллельная 
нагрузка у больного возрастает и за 23 мес 
наблюдения этот показатель вырос более чем 
в 2 раза.

Обсуждение
В литературе описаны [21, 22] примеры 

определения уровня аллельной нагрузки му-
тациями в 12-м экзоне гена JAK2 в динамике 
заболевания, но до сих пор не было описано 
случаев, когда за наблюдаемый период вре-
мени происходило бы ее значимое и однона-
правленное изменение. L. Kjær и соавт. [21] 
описали 3 случая наблюдения за измене- 
нием уровня аллельной нагрузки при различ-
ных вариантах мутаций в 12-м экзоне гена 
JAK2 (в том числе и при наличии мутации 
N542-E543 del), а также при изначально раз-
личном уровне аллельной нагрузки в течение 
429, 735 и 203 дней соответственно. Показа-
но, что аллельная нагрузка во всех случаях 
оставалась стабильной в течение длительно-
го времени наблюдения. A. Theocharides и соавт. [22] также 
описали случаи стабильного состояния аллельной нагрузки 
мутациями в 12-м экзоне гена JAK2 в динамике заболевания 
для 3 больных ИП в течение 2, 3 и 4,5 лет. Причем у 2 из  
3 больных циторедуктивной терапии не было в течение всего 
времени наблюдения, а 1 больной принимал гидроксимоче-
вину уже на момент начала исследования. В нашем исследо-
вании наблюдается явное увеличение аллельной нагрузки в 
динамике заболевания. В то же время нужно отметить, что на 
фоне обнаруженного повышения аллельной нагрузки за дан-
ный период времени у обследуемого нами больного не выяв-
лено отрицательной клинической динамики (симптоматика 
полнокровия умеренная, панцитоз в гемограмме отсутствует, 
спленомегалии и тромботических осложнений нет).

Представленные данные получены при исследова-
нии ДНК, выделенной из лейкоцитов цельной крови со 
стабильным соотношением лимфоцитов и гранулоцитов  
(см. таблицу), что исключает вероятность ошибок [21, 23] 
количественного анализа аллельной нагрузки, обусловлен-
ных возможным различием соотношения ДНК-содержащих 
клеток гранулоцитарного и лимфоцитарного ряда в разные 
дни взятия крови.

Обнаруженный в нашей работе процесс роста аллельной 
нагрузки свидетельствует о двукратном увеличении количе-
ства клеток трансформированного клона в динамике заболева-
ния у обследованного больного. В то же время до настоящего 
момента у больного имеется клинико-гематологическая ком-
пенсация заболевания на фоне проведения умеренных тера-
певтических воздействиий – эксфузионной и дезагрегацион-
ной терапии. В литературе мы не обнаружили данных о риске 
развития серьезных осложнений ИП при увеличении аллель-
ной нагрузки мутациями в 12-м экзоне гена JAK2, и вопрос 
обоснованности превентивного терапевтического воздей-
ствия с целью редукции трансформированных клеток оста-
ется открытым. Предлагаемый нами метод количественного 
определения алелльной нагрузки мутациями в 12-м экзоне 
гена JAK2 будет полезен в клинических исследованиях для 
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Результаты анализа соматической мутации N542-E543 del методом пиросеквени-
рования на приборе PyroMark Q24. В области выделенных 6 нуклеотидов детекти-
руется делеция в одном из аллелей гена. Об этом свидетельствует снижение уровня 
сигнала для встраиваемых нуклеотидов в данной области. Количественный расчет 
соотношения интактных и мутантных молекул ДНК в образцах из венозной крови 

(аллельная нагрузка) выполняется программным обеспечением прибора.
а – результат анализа образца ДНК «дикого типа» (без мутации); б – результат анализа  

образца ДНК от пациента с мутацией (август 2013 г.); в – результат анализа образца ДНК  
от пациента с мутацией (январь 2015 г.); г – результат анализа образца ДНК от пациента  

с мутацией (июнь 2015 г.).
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Мониторинг минимальной остаточной болезни является одним из важнейших инструментов при 
терапии острых лимфобластных лейкозов. Однако применение его в клинической практике имеет 
ряд существенных ограничений, связанных с методологическими сложностями, высокой стоимостью 
и зачастую неоднозначностью интерпретации результатов. В данной работе описывается система для 
идентификации клональных перестроек в локусах иммуноглобулиновых генов с использованием ме-
тода высокопроизводительного секвенирования нового поколения. Проведена апробация системы на 
17 клинических образцах, взятых у детей, больных В-клеточным острым лимфобластным лейкозом. Для 
16 исследованных образцов обнаружено от 1 до 6 различных перестроек иммуноглобулиновых генов. 
Сравнение новой системы с традиционно используемой системой BIOMED-2 показало высокую корре-
ляцию результатов. Дальнейшее развитие системы позволит создать высоконадежный и чувствитель-
ный метод для мониторинга минимальной остаточной болезни.

К л ю ч е в ы е  с л о в а:    острый лимфобластный лейкоз; минимальная остаточная болезнь; перестройки 
иммуноглобулиновых генов; высокопроизводительное секвенирование.
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