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Введение. Развитие миелофиброза (МФ) обусловлено сложными молекулярно‑генетическими событиями, кото‑
рые включают драйверные соматические мутации, ответственные за конститутивную активацию JAK / STAT‑сигналь‑
ного пути (JAK2, CALR и MPL), дополнительные мутации, затрагивающие эпигенетические регуляторы (TET2, ASXL1, 
IDH1 / 2 и др.) и сплайсинг РНК (SRSF2, U2AF1, SF3B1 и др.), а также генетические аберрации, способствующие ге‑
номной нестабильности и прогрессированию заболевания.
Цель исследования – проанализировать драйверные (JAK2, CALR, MPL) и прогностические (ASXL1) соматические 
мутации у пациентов с МФ и оценить их влияние на выживаемость.
Материалы и методы. В исследование были включены 29 пациентов с МФ, отобранных врачами‑гематологами Го‑
родской клинической больницы № 7 и Краевой клинической больницы (Красноярск).
Результаты. У 26 (89,6 %) из 29 обследованных пациентов выявлены какие‑либо драйверные мутации в генах 
JAK2, CALR, MPL. Мутация p.v617F в гене JAK2 была обнаружена у 20 (68,9 %) пациентов. Мутации в гене CALR вы‑
явлены у 4 (13,8 %) пациентов, в гене MPL – у 3 (10,3 %). У 1 из 26 пациентов присутствовали одновременно 
2 драйверные мутации. Тринегативными оказались 3 (10,3 %) пациента. Соматические мутации в гене ASXL1 выяв‑
лены методом Сэнгера у 12 (41,4 %) из 29 обследованных пациентов. проведение таргетного секвенирования но‑
вого поколения (NGS) для 13 из 29 пациентов позволило обнаружить дополнительные генетические варианты, 
способствующие пониманию механизма развития и течения заболевания. при оценке общей выживаемости 
в группах обследуемых пациентов с диагнозом МФ, проведенной в зависимости от сочетания драйверных (JAK2, 
CALR, MPL) и прогностических (ASXL1) мутаций, статистически значимых различий не выявлено (p = 0,12), что, 
по‑видимому, обусловлено небольшим размером выборки. В то же время оценка выживаемости пациентов в за‑
висимости от ASXL1‑статуса показала, что при наличии мутаций в гене ASXL1 медиана выживаемости составила 
45  (7–120) мес, тогда как при отсутствии мутаций – 48 (21–359) мес (р = 0,03).
Заключение. полученные результаты позволяют предположить, что присутствие мутации в гене ASXL1 является 
неблагоприятным фактором течения заболевания.
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Background. The development of myelofibrosis (MF) is driven by complex molecular genetic events that include driver 
somatic mutations responsible for the constitutive activation of the JAK / STAT signaling pathway (JAK2, CALR, and MPL), 
additional mutations affecting epigenetic regulators (TET2, ASXL1, IDH1/2, etc.) and RNA splicing (SRSF2, U2AF1, 
SF3B1, etc.), as well as genetic aberrations that contribute to genomic instability and disease progression.
Aim. To analyze driver (JAK2, CALR, MPL) and prognostic (ASXL1) somatic mutations in patients with MF and evaluate 
their impact on survival.
Materials and methods. The study included 29 patients diagnosed with MF, selected by hematologists from the City 
Clinical Hospital No. 7 and Regional Clinical Hospital (Krasnoyarsk).
Results. 26 (89.6 %) out of 29 examined patients had some driver mutations in JAK2, CALR, MPL genes. The p.v617F 
mutation in the JAK2 gene was found in 20 (68.9 %) patients. Mutations in the CALR gene were detected in 4 (13.8 %) pa‑
tients, mutations in the MPL gene were found in 3 patients (10.3 %). In 1 of 26 patients, 2 driver mutations were pres‑
ent simultaneously. 3 (10.3 %) patients were triple negative. Mutations in the ASXL1 gene were detected in 12 (41.4 %) 
out of 29 examined patients. Conducted targeted NGS (next generation sequencing) for 13 out of 29 patients revealed 
additional genetic variants that contribute to the understanding of the development mechanism and disease course. 
when evaluating the overall survival in the groups of patients diagnosed with MF examined by us, depending on the com‑
bination of driver (JAK2, CALR, MPL) and prognostic (ASXL1) mutations, no statistically significant differences were 
found (p = 0.12). This appears to be due to the small sample size. At the same time, assessment of patient survival de‑
pending on ASXL1 status showed that in the presence of mutations in the ASXL1 gene, the median survival was 45 months 
(range 7–120 months), while in the absence of mutations it was 48 months (range 21–359 months) (p = 0.03).
Conclusion. The results obtained allow us to assume that the presence of mutations in the ASXL1 gene is an unfavo‑
rable factor in the course of the disease.

Keywords: ASXL1, JAK2, CALR, MPL, myelofibrosis, overall survival
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Введение
Миелофиброз (МФ) относится к Ph­негативным 

миелопролиферативным новообразованиям (МПН), 
которые представляют собой приобретенные клональ­
ные заболевания стволовых кроветворных клеток, ха­
рактеризующиеся аномальной пролиферацией и на­
коплением зрелых клеток крови [1]. МФ является 
более агрессивной злокачественной опухолью, 
чем другие Ph­негативные МПН (истинная полици­
темия и эссенциальная тромбоцитемия), и часто сни­
жает качество жизни пациентов из­за анемии, спле­
номегалии и конституциональных симптомов, таких 
как усталость, зуд и ночная потливость [2]. Центральную 
роль в патогенезе клональной пролиферации и генезе 
симптомов играет избыточная продукция провоспа­
лительных и профиброгенных цитокинов, приводящая 
к ретикулиновому фиброзу костного мозга, остеоскле­
розу и ангиогенезу. В то же время развитие МФ об­
условлено сложными молекулярно­генетическими 
событиями, которые включают драйверные сомати­
ческие мутации, ответственные за конститутивную 
активацию JAK / STAT­сигнального пути (JAK2, CALR 
и MPL), дополнительные мутации, затрагивающие 
эпигенетические регуляторы (TET2, ASXL1, IDH1 / 2 

и др.) и сплайсинг РНК (SRSF2, U2AF1, SF3B1 и др.), 
а также генетические аберрации, способствующие ге­
номной нестабильности и прогрессированию заболе­
вания [3].

На сегодняшний день доказано, что большим про­
гностическим значением при МФ обладает наличие 
соматических мутаций в гене ASXL1, которые связыва­
ют с риском преждевременной смерти или лейкемиче­
ской трансформации [4–6]. Исследование мутаций 
в гене ASXL1 как одного из маркеров плохого прогноза 
рекомендовано для пациентов с МФ, особенно для три­
негативных пациентов, и включено в Международную 
мутационную прогностическую шкалу (MIPSS) [5].

Ген ASXL1 находится на хромосоме 20q11 и коди­
рует ядерный белок, регулирующий эпигенетическое 
мечение и транскрипцию через взаимодействие с бел­
ками PcG и различными активаторами и супрессорами 
транскрипции. Мутации в ASXL1 приводят к потере 
триметилирования гистона H3 лизина 27 (H3K27), 
опосредованного поликомб­репрессивным комплек­
сом 2, и последующим нарушениям экспрессии гена 
HOXA, который играет роль в гемопоэтической транс­
формации. Кроме того, ASXL1 может взаимодейство­
вать с BAP1, образуя деубиквитиназу гистона H2AK119. 

mailto:stn.25@mail.ru
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Убиквитинирование вместе с потерей триметилирова­
ния H3K27 активирует гены, участвующие в диффе­
ренцировке клеток миелоидного ряда [4, 7].

Подавляющее количество соматических мутаций 
в гене ASXL1, которые обнаружены при миелоидных 
злокачественных опухолях, сосредоточены в экзоне 12 
гена, но иногда встречаются мутации и в других экзонах 
[7]. Известно несколько типов мутаций ASXL1, включая 
миссенс, нонсенс и мутации со сдвигом рамки считы­
вания, которые приводят к потере PHD­пальца в струк­
туре белка. Наиболее часто встречающейся мутацией, 
на которую приходится до 50 % всех мутаций в гене 
ASXL1, является дупликация гуанина c.1934_1935insG 
(p.G646Wfs*12; rs1085307856; COSV60102155), что при­
водит к сдвигу рамки считывания [8].

Цель исследования – проанализировать драйверные 
(JAK2, CALR, MPL) и прогностические (ASXL1) сома­
тические мутации у пациентов с МФ и оценить их вли­
яние на выживаемость.

Материалы и методы
В исследование были включены 29 пациентов 

(11 (37,9 %) мужчин и 18 (62,1 %) женщин) с диагно­
зом МФ, отобранных врачами­гематологами Городской 
клинической больницы № 7 и Краевой клинической 
больницы (Красноярск). Медиана возраста пациентов 
на момент начала заболевания составляла 59 (24–81) лет. 
Для анализа мутаций использовали геномную ДНК, 
выделенную из лейкоцитов цельной крови с помощью 
наборов «ДНК­Сорб­В» (АмплиСенс, Россия).

Выявление и количественную оценку наиболее 
распространенной драйверной мутации p.V617F в эк­
зоне 14 гена JAK2 проводили методами полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в реальном времени [9] и пи­
росеквенирования [10].

Анализ и количественную оценку более редких 
драйверных мутаций в экзоне 12 гена JAK2, в экзоне 9 
гена CALR и экзоне 10 гена MPL проводили также ме­
тодом пиросеквенирования. В отличие от секвениро­
вания по Сэнгеру, которое не позволяет определять 
уровень аллельной нагрузки (VAF) автоматически 
и требует для этого специализированного програм­
много обеспечения Minor Variant Finder (Applied Bio­
systems, США), использование технологии пиросек­
венирования с применением систем генетического 
анализа серии PyroMark (Qiagen, Германия) позволяет 
автоматически определять VAF с помощью базовых 
версий программного обеспечения. Также нужно от­
метить, что для предварительного скринингового вы­
явления мутаций в экзоне 12 гена JAK2 и в экзоне 9 
гена CALR проводили гетеродуплексный анализ с по­
следующим электрофорезом в полиакриламидном 
геле [11, 12].

Мутации в гене ASXL1 выявляли с помощью сек­
венирования по Сэнгеру. Для этого участки экзона 12 
гена ASXL1 (NM_015338) амплифицировали, исполь­
зуя 2 пары праймеров: ASXL1_F (5’­ACAGTCCCTAG­

GTCAGATCACC­3’) и ASXL1_R (5’­TCCCACTAGAG­ 
ACGGAATGG­3’); ASXL2_F (5’­CGGATGTTAGAACT­
GAATGTGAGT­3’) и ASXL2_R (5’­CATGTCACCA­ 
TTCACCTTGG­3’) на приборе CFX96 (Bio­Rad, США). 
Для анализа продуктов амплификации проводили 
электрофорез с последующей визуализацией в ультра­
фиолетовом свете с использованием системы гель­
документирования Gel Doc (Bio­Rad, США). Продукт 
ПЦР очищали с помощью реагента ExoSAP­IT (Applied 
Biosystems, США). Секвенирующую ПЦР с прямого 
и обратного праймеров и очистку полученного про­
дукта проводили с помощью BigDyeТМ Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit и BigDye X TerminatorТМ Purifi­
cation Kit (Applied Biosystems, США) соответственно. 
Секвенирование проводили с помощью гене тического 
анализатора АВ 3500 (Applied Biosystems, США).

Тринадцать из 29 исследуемых образцов ДНК, в ко­
торых секвенированием по Сэнгеру были обнаружены 
мутации в гене ASXL1, также были секвенированы 
методом NGS (секвенирование нового поколения) (Illu­
mi na, США) с помощью генетической панели SOPHiA 
Myeloid Solution (SOPHiA GENETICS, Швейцария), 
позволяющей проводить анализ различных экзонов 
в 30 генах, ассоциированных, по данным литературы, 
в том числе с МПН. При этом используемые в панели 
праймеры позволяют анализировать не только те участ­
ки, в которых расположены наиболее распространен­
ные, ассоциированные с МПН варианты соматических 
мутаций, но и те участки, в которых встречаются ред­
кие варианты. Так, для анализа мутаций в гене JAK2 
в панель включены праймеры, ограничивающие экзо­
ны 3–25, для анализа мутаций в гене CALR – экзон 9, 
для анализа мутаций в гене MPL – экзон 10, для ана­
лиза мутаций в гене ASXL1 – экзоны 9, 11, 12.

Для достижения статистически значимого разли­
чия между генетическими вариантами и шумом, а так­
же для обеспечения надежной работы алгоритма выяв­
ления вариантов при использовании панели SOPHiA 
Myeloid Solution разработчики рекомендуют включение 
в отчет вариантов, величина покрытия для которых со­
ставляет не менее 1000х, а варианты, детектированные 
с величиной VAF ˂2,5 %, интерпретировать с осторож­
ностью и при необходимости подтверждать их наличие 
другими методами. Варианты с VAF ˂5 % могут не быть 
детектированы. В соответствии с этим в данной работе 
отражены только те варианты, которые имели величину 
покрытия не менее 1000х. Патогенность вариантов при­
ведена согласно данным платформы SOPHiA DDM.

Результаты
В таблице представлены результаты анализа драй­

верных и прогностических мутаций в генах JAK2, CALR, 
MPL и ASXL1 для всех 29 пациентов с диагнозом МФ, 
а также результаты анализа уровня VAF, определенной 
методами пиросеквенирования и NGS.

У 26 (89,6 %) из 29 обследованных пациентов бы­
ли выявлены какие­либо драйверные мутации в генах 
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Характеристика обследуемых пациентов с диагнозом миелофиброза

Characteristics of patients with myelofibrosis

№ 
па-

циента 
Patient 
number

Пол 
Gender

Возраст на момент 
начала миелофи-

броза, лет 
Age at onset  

of myelofibrosis, years

длительность 
миелофиброза, 

мес / исход 
Myelofibrosis duration, 

months / disease 
outcome

драйверные мутации 
(ген, мутация) 

driver mutations (gene, 
mutation) 

VAF, %
Мутации в гене ASXL1 

Mutations in the ASXL1 
gene

VAF, %

1 Мужской 
Male

73 96 / умер 
96 / died

CALR
c.1099_1150del
p.L367Tfs*46
rs1555760738

COSV57116546

46,0

c.1934_1935insG
p.G646Wfs*12
rs1085307856

COSV60102155

28,8

2 Мужской 
Male

75 45 / умер 
45 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

47,4

c.1934_1935insG
p.G646Wfs*12
rs1085307856

COSV60102155

39,9

3 Женский 
Female

66 9 / умерла 
9 / died

 –  – 

c.1934_1935insG 
p.G646Wfs*12
rs1085307856

COSV60102155

28,1

4 Женский 
Female

62 158 / умерла 
158 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

31,6  –  – 

5 Женский 
Female

81 11 / умерла 
11 / died

 –  – 

c.1934_1935insG
p.G646Wfs*12
rs1085307856

COSV60102155

28,1

6 Женский 
Female

64 27 / умерла 
27 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

31,3

c.2113G>T
p.E705*

rs –
COSV60103524

37,3

7 Мужской 
Male

54 73 / умер 
73 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

49,4

c.1900_1922del
p.E635Rfs*15
rs766433101

COSV60102280

38,3

8 Мужской 
Male

71 120 / умер 
120 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

14,6

с.2077С>T
p.R693*

rs373221034
COSV60102332

36,9
MPL

c.1544G>T
p.W515L

rs121913615
COSV65243776

22,2

9 Женский 
Female

42 76 / жива 
76 / alive

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

71,0  –  – 

10 Женский 
Female

64 112 / жива 
112 / alive

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

40,0  –  – 
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Характеристика обследуемых пациентов с диагнозом миелофиброза

Characteristics of patients with myelofibrosis

№ 
па-

циента 
Patient 
number

Пол 
Gender

Возраст на момент 
начала миелофи-

броза, лет 
Age at onset  

of myelofibrosis, years

длительность 
миелофиброза, 

мес / исход 
Myelofibrosis duration, 

months / disease 
outcome

драйверные мутации 
(ген, мутация) 

driver mutations (gene, 
mutation) 

VAF, %
Мутации в гене ASXL1 

Mutations in the ASXL1 
gene

VAF, %

1 Мужской 
Male

73 96 / умер 
96 / died

CALR
c.1099_1150del
p.L367Tfs*46
rs1555760738

COSV57116546

46,0

c.1934_1935insG
p.G646Wfs*12
rs1085307856

COSV60102155

28,8

2 Мужской 
Male

75 45 / умер 
45 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

47,4

c.1934_1935insG
p.G646Wfs*12
rs1085307856

COSV60102155

39,9

3 Женский 
Female

66 9 / умерла 
9 / died

 –  – 

c.1934_1935insG 
p.G646Wfs*12
rs1085307856

COSV60102155

28,1

4 Женский 
Female

62 158 / умерла 
158 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

31,6  –  – 

5 Женский 
Female

81 11 / умерла 
11 / died

 –  – 

c.1934_1935insG
p.G646Wfs*12
rs1085307856

COSV60102155

28,1

6 Женский 
Female

64 27 / умерла 
27 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

31,3

c.2113G>T
p.E705*

rs –
COSV60103524

37,3

7 Мужской 
Male

54 73 / умер 
73 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

49,4

c.1900_1922del
p.E635Rfs*15
rs766433101

COSV60102280

38,3

8 Мужской 
Male

71 120 / умер 
120 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

14,6

с.2077С>T
p.R693*

rs373221034
COSV60102332

36,9
MPL

c.1544G>T
p.W515L

rs121913615
COSV65243776

22,2

9 Женский 
Female

42 76 / жива 
76 / alive

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

71,0  –  – 

10 Женский 
Female

64 112 / жива 
112 / alive

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

40,0  –  – 

№ 
па-

циента 
Patient 
number

Пол 
Gender

Возраст на момент 
начала миелофи-

броза, лет 
Age at onset  

of myelofibrosis, years

длительность 
миелофиброза, 

мес / исход 
Myelofibrosis duration, 

months / disease 
outcome

драйверные мутации 
(ген, мутация) 

driver mutations (gene, 
mutation) 

VAF, %
Мутации в гене ASXL1 

Mutations in the ASXL1 
gene

VAF, %

11 Женский 
Female

65 95 / умерла 
95 / died

CALR
c.1099_1150del
p.L367Tfs*46
rs1555760738

COSV57116546

41,1
New Mutation 

с.3065delC
р.А1022Efs*2

38,9

12 Женский 
Female

24 359 / умерла 
359 / died

CALR
с.1154_1155insTTGTC

p.K385Nfs*47
rs765476509

COSV57116551

46,0  –  – 

13 Мужской 
Male

54 120 / умер 
120 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

77,5  –  – 

14 Мужской 
Male

76 21 / умер 
21 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

35,0  –  – 

15 Женский 
Female

68 70 / умерла 
70 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

89,4  –  – 

16 Женский 
Female

47 112 / жива 
112 / alive

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

58,0  –  – 

17 Женский 
Female

37 48 / умерла 
48 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

19,8  –  – 

18 Женский 
Female

68 24 / умерла 
24 / died

MPL
c.1543_1544delinsAA

p.W515K
rs121913616

COSV65243979

13,0  –  – 

19 Женский 
Female

51 70 / жива 
70 / alive

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

50,5  –  – 

20 Мужской 
Male

39 26 / умер 
26 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

36,7  –  – 

Продолжение таблицы

Continuation of table
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№ 
па-

циента 
Patient 
number

Пол 
Gender

Возраст на момент 
начала миелофи-

броза, лет 
Age at onset  

of myelofibrosis, years

длительность 
миелофиброза, 

мес / исход 
Myelofibrosis duration, 

months / disease 
outcome

драйверные мутации 
(ген, мутация) 

driver mutations (gene, 
mutation) 

VAF, %
Мутации в гене ASXL1 

Mutations in the ASXL1 
gene

VAF, %

21 Женский 
Female

41 76 / жива 
76 / alive

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

86,5  –  – 

22 Женский 
Female

63 46 / умерла 
46 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

56,0  –  – 

23 Женский 
Female

69 54 / жива 
54 / alive

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

86,0  –  – 

24 Мужской 
Male

52 7 / умер 
7 / died

 –  – 

с.2996С>Т
p.T999M

rs778222400
COSV105193687

50,0

25 Мужской 
Male

31 64 / жив 
64 / alive

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

25,0  –  – 

26 Мужской 
Male

63 66 / умер 
66 / died

MPL
c.1544G>T

p.W515L
rs121913615

COSV65243776

64,3
New Mutation 

c.2445_2449delGTCTC
p.L817Gfs*3

24,0

27 Женский 
Female

44 228 / жива 
228 / alive

New Mutations
CALR

1) с.1128_1129ins
CTTTGCTT
p.K377Lfs*?

2) c.1131_1133delAGA
p.E381del

1) 39,0
2) 34,0

c.1934_1935insG
p.G646Wfs*12
rs1085307856

COSV60102155

45,4

28 Женский 
Female

43 159 / жива 
159 / alive

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

70,1
New Mutation

с.1772_1773insAA
p.Y591fs*1

34,4

29 Мужской 
Male

56 36 / умер 
36 / died

JAK2
с.1849G>T

p.V617F
rs77375493

COSV67569051

38,4

c.1934_1935insG 
p.G646Wfs*12
rs1085307856

COSV60102155

43,9

Примечание. VAF – уровень аллельной нагрузки. 
Note. VAF – variant allele frequency.

Окончание таблицы

Еnd of table
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Current basic research in practical medicine

JAK2, CALR, MPL. При этом самой частой была му­
тация p.V617F в гене JAK2, которая обнаружена 
у 20 (68,9 %) пациентов. Мутации в гене CALR выяв­
лены у 4 (13,8 %) пациентов, в гене MPL – у 3 (10,3 %). 
У 1 из 26 пациентов присутствовали одновременно 
2 драйверные мутации. Тринегативными оказались 
3 (10,3 %) пациента, у них не выявлены драйверные 
мутации. Стоит отметить, что у пациентки № 27 обна­
ружены 2 сочетанные мутации в гене CALR, располага­
ющиеся в области с частыми онкогенными мутациями, 
но не описанные в литературе и не представленные 
в базе COSMIC. Информация об этой пациентке и вы­
явленных мутациях была нами представлена в пре­
дыдущей публикации [12].

Таргетное секвенирование с помощью генетичес­
кой панели SOPHiA Myeloid Solution позволило выя­
вить у 2 (№ 2 и 26) из 13 проанализированных NGS 
пациентов дополнительный герминальный вариант 
c.3188G>A (p.R1063H; rs41316003) в гене JAK2, кото­
рый, по данным платформы SOPHiA, относится к ве­
роятно патогенным. Также при проведении NGS у не­
которых пациентов выявлялись дополнительные 
мутации в генах CALR и MPL, но поскольку величина 
покрытия составляла менее 1000х, то информация о та­
ких вариантах здесь не приведена.

Соматические мутации в гене ASXL1 методом 
секвенирования по Сэнгеру были выявлены у 12 (41,4 %) 
из 29 обследованных пациентов. При этом 6 (50 %) 
пациентов имели самую распространенную мута­
цию c.1934_1935insG (p.G646Wfs*12; rs1085307856; 
COSV60102155), что соответствует данным литера­
туры. Остальные 6 пациентов имели другие вариан­
ты мутаций, 3 из которых (у пациентов № 11, 26, 28) 
не описаны в литературе и не представлены в базе 
COSMIC. Все выявленные варианты соматических 
мутаций приводят к преждевременной терминации 
синтеза белка (5 из них – мутации со сдвигом рамки 
считывания и 2 – нонсенс­мутации) и, таким образом, 
являются патогенными. Уровень VAF мутаций нахо­
дился в диапазоне 24,0–43,9 %. У пациента № 24 вы­
явлен гетерозиготный вариант с.2996С>Т (p.T999M; 
rs778222400; COSV105193687), который присутствует 
в базе COSMIC, но в литературе имеется лишь еди­
ничное упоминание о том, что он был обнаружен при 
массивном анализе SNPs в образце карциномы от па­
циента с ампулярным раком (распространенность, 
по данным ALFA, 0,005 %) [13]. Данных о влиянии это­
го варианта на исход МФ нами не найдено.

Таргетное NGS с помощью генетической панели 
SOPHiA Myeloid Solution позволило выявить у 11 из 
13 проанализированных NGS пациентов (с ранее вы­
явленными методом Сэнгера мутациями в гене ASXL1) 
дополнительные сочетанные мутации в данном гене. 
При этом в экзоне 12 обнаружен 41 вариант (из них 
8 патогенные с VAF 1,0–21,8 %), в экзоне 11 – 5 вариан­
тов (из них 2 патогенные с VAF 1,7–2,3 %), в экзоне 9 – 
1 возможно патогенный вариант и 1 вариант неопре­

деленного значения. VAF для 38 из 41 дополнительного 
ASXL1 варианта, выявленного методом NGS, не пре­
вышала 2,5 % (информация не приведена). Три из 
41 варианта имели VAF выше 2,5 % и, по данным плат­
формы SOPHiA, относятся к патогенным вариантам, 
приводя к ранней терминации синтеза соответствую­
щего белка. Так, у пациента № 1 помимо основной 
наиболее распространенной прогностической мута­
ции с.1934_1935insG (p.G646Wfs*12; rs1085307856; 
COSV60102155; VAF 28,8 %) была найдена патогенная 
мутация c.2077C>T (p.R693*; rs373221034; COSV60102332; 
VAF 6,6 %), а у пациента № 26 кроме выявленной 
 методом Сэнгера мутации c.2445_2449delGTCTC  
(p.L817Gfs*3; VAF 24,0 %) обнаружены 2 патогенные 
мутации (c.2632delA; p.S878Vfs*8; VAF 8,4 % и c.4238T>A; 
p.L1413*; VAF 21,8 %). Все 3 обнаруженные у пациен­
та № 26 мутации не описаны ранее в литературе и от­
сутствуют в базе данных COSMIC. Можно предполо­
жить, что каждый из выявленных вариантов мутантных 
аллелей, приводящих к ранней терминации, вносит 
свой вклад в суммарный патогенный эффект, который 
будет зависеть как от количества патогенных вариан­
тов, так и от VAF. В литературе также описаны случаи 
присутствия более одной мутации в гене ASXL1 у па­
циентов с МФ. При этом отмечается постепенное на­
копление различных вариантов мутаций в гене ASXL1 
при переходе из истинной полицитемии или эссенци­
альной тромбоцитемии в МФ и далее в острый миело­
идный лейкоз (ОМЛ) [14].

Оценку выживаемости в группах обследуемых на­
ми пациентов с диагнозом МФ проводили в зависи­
мости как от сочетания драйверных (JAK2, CALR, MPL) 
и прогностических (ASXL1) мутаций, так и от наличия 
только мутаций ASXL1. Результаты оценки выживаемости 
в зависимости от сочетания драйверных и прогности­
ческих (ASXL1) мутаций приведены на рис. 1.

Пациенты обеих групп несли хотя бы одну драй­
верную мутацию и различались по ASXL1­статусу. Про­
должительность жизни пациентов в группе с наличием 
какой­либо драйверной мутации в сочетании с мута­
цией ASXL1 от момента постановки диагноза до насто­
ящего времени или до момента летального исхода 
составила 27–228 мес (медиана 84 мес). Продолжи­
тельность жизни пациентов в группе с наличием ка­
кой­либо драйверной мутации и отсутствием мутации 
ASXL1 от момента постановки диагноза до настояще­
го времени или до момента летального исхода соста­
вила 21–359 мес (медиана 70 мес). При этом на данный 
момент статистически значимых различий в исследу­
емой выборке не выявлено.

Результаты оценки выживаемости в группах обсле­
дуемых пациентов с диагнозом МФ в зависимости от на­
личия мутаций в гене ASXL1 приведены на рис. 2.

При этом учитывали число живых и умерших па­
циентов групп ASXL1(–) и ASXL1(+), а также продол­
жительность их жизни в месяцах от момента постанов­
ки диагноза до настоящего времени или до момента 
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летального исхода. В группу ASXL1(–) вошли 16 паци­
ентов, из них на сегодняшний день живы 7 (43,8 %) 
человек, продолжительность жизни от момента по­
становки диагноза до настоящего времени состави­
ла 54–112 мес (медиана 76 мес). В данной группе 
9 (56,2 %) пациентов умерли, продолжительность жиз­
ни с момента постановки диагноза до момента смер­
ти составила 21–359 мес (медиана 48 мес). В группу 
ASXL1(+) вошли 13 пациентов, из них на сегодняшний 
день живы 2 (15,4 %) человека, продолжительность 
жизни от момента постановки диагноза до настояще­
го времени составила 159 и 228 мес (медиана 193,5 мес). 

В данной группе 11 (84,6 %) пациентов умерли, про­
должительность жизни с момента постановки диагно­
за до момента смерти составила 7–120 мес (медиана 
45 мес).

Обсуждение
Центральным патогенным механизмом МФ явля­

ется конститутивная активация пути JAK / STAT, при­
водящая к изменениям экспрессии генов, которые 
вызывают патологическую миелопролиферацию 
и дальнейшее функциональное нарушение костного 
мозга. Большинство пациентов (90 %) с МФ имеют 
1 из 3 классических активирующих мутаций: JAK2, 
CALR или MPL. Их частота при МФ составляет 50–60 % 
для JAK2V617F, 20–25 % для CALR и 6–7 % для MPL. 
Приблизительно у 10–15 % пациентов с МФ не экс­
прессируется ни одна из 3 драйверных мутаций [14]. 
Встречаемость драйверных мутаций в исследуемой 
нами группе пациентов с МФ согласуется с данными 
литературы.

Мутация JAK2V617F представляет собой сомати­
ческую мутацию, приводящую к замене валина на фе­
нилаланин в кодоне 617, что вызывает конститутивную 
активацию нижележащих сигнальных систем в JAK / 
 STAT­пути и неконтролируемый рост клеток. В про­
веденном нами исследовании мутация JAK2V617F об­
наружена у 20 (68,9 %) из 29 пациентов. Помимо наи­
более распространенной мутации в гене JAK2 у 2 из 
13 проанализированных NGS пациентов был выявлен 
герминальный вариант c.3188G>A (p.R1063H; rs41316003), 
который связывают со случаями наследственных 
эритро цитозов. Мутация расположена за пределами 
основного регуляторного домена, а именно во 2­м про­
теин­киназном домене белка JAK2, поэтому замена 
может изменить чувствительность клеток к эритро­
поэтину и, следовательно, способствовать проли­
ферации. Кроме этого, замену p.R1063H связывают 
с усилением JAK2­активности, хотя и намного слабее, 
чем JAK2V617F [15]. Как упоминалось выше, в нашем 
исследовании мутация c.3188G>A была обнаружена 
у 2 пациентов. Значения показателей красного кровя­
ного ростка у данных пациентов, как и у других паци­
ентов с МФ, на момент постановки диагноза были 
снижены. Оба пациента к настоящему моменту поги­
бли и, таким образом, не представляется возможным 
оценить вклад выявленной, ассоциированной с на­
следственным эритроцитозом мутации на показате­
ли крови в период жизни пациентов до начала разви­
тия МФ.

Соматическая мутация p.W515L / K в гене MPL, 
кодирующем рецептор тромбопоэтина, приводит к гипер­
чувствительности рецептора к тромбопоэтину с последу­
ющей конститутивной активацией JAK / STAT­пути, обес­
печивая цитокин­независимый рост миелоидных 
клеток [16]. В нашем исследовании мутация в гене MPL 
была выявлена у 3 (10,3 %) пациентов, диапазон VAF 
составил от 13,0 до 64,3 %. При этом вариант p.W515L 

Рис. 1. Анализ общей выживаемости пациентов с миелофиброзом 
по методу Каплана–Майера в зависимости от наличия драйверных 
и прогностических мутаций (Cox’s F-Test, p = 0,12). ДМ – любая драй-
верная мутация
Fig. 1. Overall survival of patients with myelofibrosis according to the Kap-
lan–Meier method, depending on the presence of driver and prognostic 
mutations (Cox’s F-Test, p = 0.12). DM – any of the driver mutations

Рис. 2. Анализ общей выживаемости пациентов с миелофиброзом 
по методу Каплана–Майера в зависимости от ASXL1-статуса (Cox’s 
F-Test, p = 0,03)
Fig. 2. Overall survival of patients with myelofibrosis according to the 
Kaplan–Meier method, depending on ASXL1 status (Cox’s F-Test, p = 0.03)
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выявлен у 2 пациентов, а вариант p.W515K – у 1. Ин­
тересно отметить, что у пациента № 8 мутация в гене 
MPL обнаружена в сочетании с наиболее частой драй­
верной мутацией p.V617F в гене JAK2 и при этом уро­
вень VAF обеими мутациями был выше 10 % (22,2 и 14,6 % 
соответственно).

Мутации гена CALR, кодирующего шаперон эндо­
плазматического ретикулума, приводят к сдвигу рамки 
считывания, в результате чего образуется новая С­кон­
цевая последовательность, не содержащая кальций­
связывающих сайтов и KDEL­последовательности. 
Это наделяет мутантный CALR свойством усиления 
функции, что в конечном итоге приводит к активации 
рецептора тромбопоэтина, фосфорилированию JAK2 
и конститутивной активации JAK / STAT. К настояще­
му времени в гене CALR выявлено более 50 различных 
вариантов мутаций, среди которых наиболее рас­
пространенными являются делеция 52 пар оснований 
(тип 1: c.1099_1150del; р.L367Tfs*46; rs1555760738; 
COSV57116546) и вставка 5 пар оснований (тип 2: 
с.1154_1155insTTGTC; p.K385Nfs*47; rs765476509; 
COSV57116551). Встречаемость этих 2 мутаций состав­
ляет 88 % всех мутаций в гене CALR. Оставшиеся 12 % 
включают другие варианты делеций / вставок или их 
комбинаций, которые либо уникальны, либо обнару­
жены у небольшого числа пациентов [16].

В нашем исследовании мутации в гене CALR были 
выявлены у 4 (13,8 %) из 29 обследованных пациен­
тов, диапазон VAF составил от 34,0 до 46,0 %. При этом 
3 из 4 пациентов имели наиболее распространенные 
варианты мутаций, а у 1 пациентки были обнаружены 
2 новые сочетанные мутации (c.1128_1129insCTTTGCTT 
(p.K377Lfs*56) и c.1131_1133delAGA (p.E378del)), рас­
полагающиеся в области с частыми онкогенными му­
тациями. В результате выявленных у пациентки мута­
ций происходит сдвиг рамки считывания так же, 
как и при других описанных в литературе мутациях 
CALR, поэтому можно предполагать, что новые мута­
ции CALR имеют такое же значение для онкогенности, 
как и другие известные мутации в данном гене [12].

Биологические процессы, вызывающие МФ и спо­
собствующие его развитию, не ограничиваются толь­
ко аномалиями передачи сигналов JAK / STAT, но также 
зависят от измененной экспрессии генов посредством 
метилирования ДНК, модификаций гистонов и др. 
Мутации в эпигенетических регуляторах распростра­
нены при МФ, при этом целевое секвенирование вы­
явило мутации у 81 % пациентов [17]. В нашем иссле­
довании у 12 (41,4 %) из 29 обследованных пациентов 
были обнаружены соматические мутации в гене ASXL1, 
диапазон VAF составил от 24,0 до 45,4 %. У 9 из 12 па­
циентов выявленные мутации описаны в литературе 
и представлены в базе COSMIC. Данные мутации при­
водят к преждевременной терминации синтеза белка, 
из­за чего экспрессируется укороченный белок, опо­
средованно приводящий к нарушению миелоидной 
дифференцировки, способствуя развитию МПН. 

У 3 из 12 пациентов выявлены новые мутации в гене 
ASXL1 (рис. 3).

Поскольку все 3 новых варианта мутаций ASXL1 
локализованы в той же области, что и изученные ранее 
мутации, ведут к сдвигу рамки считывания, образова­
нию раннего стоп­кодона и выявлены у пациентов 
с подтвержденным диагнозом МФ, то можно предпо­
лагать, что они также, как и другие отраженные в базе 
COSMIC неблагоприятные варианты ASXL1, являют­
ся патогенными.

Для определения тактики лечения пациентов с МФ 
важна оценка прогноза. Для этого существуют специ­
альные прогностические шкалы риска на основе бал­
лов, которые постоянно дополняются. Лишь в MIPSS 
был включен анализ как драйверных, так и прогности­
ческих маркеров. Так, к неблагоприятным прогности­
ческим маркерам относят наличие мутаций в генах 
JAK2, MPL, ASXL1, а также тринегативные случаи МФ, 
причем последнее вносит больший вклад в расчет ри­
ска, чем наличие мутаций [5]. Несмотря на то что об­
щая выживаемость у ASXL1(+)­пациентов существен­
но ниже, чем у ASXL1(–), продолжительность жизни 
пациентов с наличием какой­либо драйверной мута­
ции всегда больше, чем продолжительность жизни 
тринегативных пациентов вне зависимости от ASXL­
статуса [18]. Как упоминалось выше, в нашем иссле­
довании 3 пациента оказались тринегативными (№ 3, 5 
и 24) и ASXL1(+). У пациентов № 3 и 5 при таргетном 
NGS не выявлено дополнительных мутаций в генах 
JAK2, CALR, MPL, а для пациента № 24 таргетное NGS 
не проводилось. Продолжительность жизни всех 3 па­
циентов (медиана 9 мес) оказалась меньше медианы 
общей выживаемости ASXL1(+)­пациентов (медиана 
45 мес). Также можно отметить, что мутации ASXL1 
в сочетании с драйверными мутациями выявлены 
у 6 из 20 JAK2V617F(+)­пациентов, у 2 из 3 MPL(+)­па­
циентов и у 3 из 4 CALR(+)­пациентов. По данным 
литературы, наличие мутации в гене CALR для паци­
ентов с МФ имеет благоприятный прогноз и выжива­
емость таких пациентов не зависит от статуса мутации 
ASXL1 [18].

При оценке общей выживаемости в группах обсле­
дуемых пациентов с диагнозом МФ, проведенной в за­
висимости от сочетания драйверных (JAK2, CALR, MPL) 
и прогностических (ASXL1) мутаций, статистически 
значимых различий не выявлено (p = 0,12) (см. рис. 1). 
В то же время оценка выживаемости пациентов в за­
висимости от ASXL1­статуса показала, что при наличии 
мутаций в гене ASXL1 медиана выживаемости соста­
вила 45 (7–120) мес, тогда как при отсутствии мута­
ций – 48 (21–359) мес (р = 0,03) (см. рис. 2). Это по­
зволяет предполагать, что присутствие мутации в гене 
ASXL1 является неблагоприятным фактором течения 
заболевания.

По данным литературы, 17 % пациентов с МФ 
умирают из­за прогрессирования в ОМЛ. Медиана 
общей выживаемости таких пациентов в бластной 
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фазе составляет 3,6 (0–122) мес [19]. В фазе бластного 
криза генетические изменения встречаются в 3 раза 
чаще, чем при хронической фазе. В исследовании 
R.M. Scherber, R.A. Mesa выявлен ряд генов, мутации 
в которых ассоциированы как с ОМЛ, так и с МФ, 
особенно при прогрессировании заболевания или в фа­
зу бластного криза. В эту группу вошли следующие 
гены: ASXL1, CBL, DNMT3A, IDH1 / IDH2, NRAS, KIT, 
RUNX1, TET2, TP53, U2AF1, ZRSR2 [20]. Наличие со­
матических мутаций в данных генах у пациентов с МФ 
может предполагать потенциальную возможность транс­
формации в ОМЛ, а рост VAF в динамике заболевания 
будет демонстрировать клональную эволюцию.

В представленной нами выборке пациентов с МФ 
по результатам наблюдения на сегодняшний день 
у 4 из 29 пациентов произошел переход из МФ в ОМЛ, 
а у 1 пациента – в хронический миеломоноцитарный 
лейкоз. Медиана выживаемости в данной группе со­
ставила 18 (8–30) мес. Для 4 из указанных 5 пациентов 
(3 пациента (№ 1, 4 и 8) с переходом из МФ в ОМЛ 
и 1 пациент (№ 29) с переходом из МФ в хронический 
миеломоноцитарный лейкоз) было проведено тар­

гетное NGS с помощью генетической панели SOPHiA 
Myeloid Solution. Как было указано выше, панель 
включает анализ различных экзонов в 30 генах, но 
здесь в соответствии с рекомендациями R.M. Scherber, 
R.A. Mesa [20] приводятся данные анализа 12 генов, 
мутации в которых могут быть ассоциированы с пере­
ходом из МФ в ОМЛ. Нужно отметить, что у 3 (№ 1, 
8 и 29) из 4 проанализированных NGS пациентов ранее 
методом Сэнгера были выявлены «основные» мутации 
в гене ASXL1 с уровнем нагрузки 28,8; 36,9 и 43,9 % 
соответственно.

Далее приводится информация о дополнительных 
мутациях, выявленных методом NGS. Так, у 2 из 4 про­
анализированных NGS пациентов были обнаружены 
дополнительные мутации в ASXL1, у 2 из 4 – в TET2, 
у 1 из 4 – в KIT, у 1 из 4 – в DNMT3A, у 1 из 4 – в CBL, 
которые, по данным платформы SOPHiA, относятся 
к патогенным и вероятно патогенным вариантам. 
В частности, у пациента № 1 в образце после развития 
бластного криза в гене ASXL1 дополнительно обнаружены 
мутация c.2077C>T (p.R693*; rs373221034; COSV60102332; 
VAF 6,6 %) и мутация c.4030T>C (p.S1344P; VAF 2,5 %), 

Рис. 3. Результаты секвенирования ДНК от пациентов № 11, 26 и 28 с новыми мутациями в экзоне 12 гена ASXL1: с.3065delC, р.А1022fs*2;  
c.2445_2449delGTCTC, p.L817Gfs*3 и с.1772_1773insAA, p.Y591fs*1 соответственно
Fig. 3. DNA sequencing results from patients No. 11, 26 and 28 with new mutations in exon 12 of the ASXL1 gene: с.3065delC, р.А1022fs*2;  
c.2445_2449delGTCTC, p.L817Gfs*3 and с.1772_1773insAA, p.Y591fs*1, respectively

с.3065delC, р.А1022fs*2
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с.1772_1773insAA, p.Y591fs*1
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которая не описана ранее в литературе и отсутствует 
в базе данных COSMIC. Также мутация c.2077C>T 
была найдена и у пациента № 8 в образце после раз­
вития бластного криза с VAF 35,9 %. С учетом того 
что данную мутацию напрямую связывают с лейкемо­
генезом [21], можно предполагать ее участие в процес­
се перехода из МФ в ОМЛ у этих 2 пациентов. Также 
у пациента № 8 в том же образце в гене ASXL1 обна­
ружена мутация c.1782C>A (p.C594*; rs755974145; 
COSV60106156; VAF 2 %), которую, по данным лите­
ратуры, находили в доминантном лейкемическом кло­
не у пациентов с ОМЛ с нормальным кариотипом [22]. 
В гене TET2 у пациентки № 4 в образце после разви­
тия бластного криза была найдена мутация c.3951delA 
(p.E1318Rfs*45; COSV54413882; VAF 4,1 %), которую 
выявляли при полноэкзонном секвенировании у па­
циентов с хроническим миеломоноцитарным лейкозом 
[23], а также у пациента № 29 в обеих пробах до и после 
развития бластного криза выявлена мутация c.2599T>C 
(p.Y867H; rs144386291; COSV54409754; VAF 46,1 
и 50,7 % соответственно). В гене KIT у пациента № 4 
в образце после развития бластного криза была най­
дена мутация c.199A>G (p.W67A; VAF 3 %), которая 
не описана ранее в литературе и отсутствует в базе дан­
ных COSMIC. В гене DNMT3A у пациента № 4 в образ­
це после развития бластного криза была найдена мута­
ция c.2204A>G (p.Y735C; rs147828672; COSV53036596; 
VAF 3,3 %), которая упомянута во многих публикаци­
ях как одна из ряда «опасных» мутаций в гене при ОМЛ 
[24]. В гене CBL у пациента № 29 в образце после раз­
вития бластного криза была найдена мутация c.1139T>C 
(p.L380P; COSV50630049; VAF 84,6 %). Важно отме­

тить, что в образце ДНК данного пациента до развития 
бластного криза эта мутация отсутствовала. Также на 
фоне появления этой мутации уровень VAF JAK2V617F 
у данного пациента снизился с 38,4 до 3,6 %, что на­
прямую указывает на клональную эволюцию в бластной 
фазе заболевания. Подобный случай был описан у паци­
ента с прогрессирующим МФ, у которого за 3 года мута­
ция в гене CBL полностью вытеснила p.V617F [25].

Заключение
В ходе проведенной работы по анализу соматиче­

ских мутаций у пациентов с МФ драйверные мутации 
в генах JAK2, CALR, MPL были найдены у 26 из 29 па­
циентов, а прогностические мутации в гене ASXL1 – 
у 12 из 29 пациентов. Проведенное таргетное NGS 
для 13 из 29 пациентов позволило выявить дополни­
тельные генетические варианты, способствующие по­
ниманию механизма развития и течения заболевания. 
При оценке общей выживаемости в группах обследу­
емых пациентов с диагнозом МФ, проведенной в за­
висимости от сочетания драйверных (JAK2, CALR, 
MPL) и прогностических (ASXL1) мутаций, статисти­
чески значимых различий не выявлено (p = 0,12). Это, 
по­видимому, обусловлено небольшим размером вы­
борки. В то же время оценка выживаемости пациентов 
в зависимости от ASXL1­статуса показала, что при на­
личии мутаций в гене ASXL1 медиана выживаемости 
составила 45 (7–120) мес, тогда как при отсутствии 
мутаций – 48 (21–359) мес (р = 0,03). Таким образом, 
можно предполагать, что присутствие мутации в гене 
ASXL1 является неблагоприятным фактором течения 
заболевания.
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