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Введение. В рамках диагностики истинной полицитемии одним из критериев постановки диагноза является нали‑
чие соматических мутаций в экзоне 12 гена JAK2, однако на сегодняшний день для анализа данных мутаций нет 
единого метода. Ранее нами были предложены 2 метода скрининга таких мутаций на основе гетеродуплексного 
и HrM‑анализов (High resolution Melt, метод детекции мутаций на основании анализа кривых плавления), являю‑
щихся относительно дешевыми и быстрыми по сравнению с секвенированием.
Цель исследования – определение чувствительности гетеродуплексного и HrM‑анализов, применяемых в качест‑
ве методов скрининга соматических мутаций в экзоне 12 гена JAK2.
Материалы и методы. Для определения чувствительности использованы клонированные образцы ДНк от 6 паци‑
ентов с различными мутациями в экзоне 12 гена JAK2 и образец ДНк без мутации. было выполнено разведение 
клонированных образцов в различных соотношениях, содержащих 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56 и 0,78 % му‑
тантного образца. Далее был проведен гетеродуплексный анализ с последующим электрофорезом в пААг (поли‑
акриламидном геле) и HrM‑анализ.
Результаты. порог чувствительности гетеродуплексного анализа составил 3,13–6,25 % мутантного аллеля в пробе, 
в зависимости от конкретной мутации, порог чувствительности HrM‑анализа – 6,25–12,5 % мутантного аллеля.
Заключение. гетеродуплексный анализ с последующим электрофорезом в пААг и HrM‑анализ для выявления спе‑
цифических для истинной полицитемии мутаций в экзоне 12 гена JAK2 позволяют повысить эффективность исполь‑
зования различных типов секвенирования и могут быть использованы как более простые и менее дорогостоящие 
методы предварительного скрининга указанных мутаций.
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Background. according to WHo guidelines, one of the criteria for diagnosis of polycythemia vera is the presence  
of somatic mutations in exon 12 of the JAK2 gene, but to date there is no universally accepted simple method to ana‑
lyze these mutations. We have previously proposed two methods for screening such mutations based on heteroduplex 
and HrM (High resolution Melt) assays, which are relatively cheap and fast compared to sequencing.
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Aim. to analyze the sensitivity of these screening methods.
Materials and methods. the study used cloned dna samples from 6 patients with various mutations in exon 12 of the 
JAK2 gene that we had previously identified, as well as a clone of the corresponding wild‑type dna segment. dilution  
of the cloned mutant samples with wild‑type clones was performed to obtain samples with different levels of allele 
burden: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56 and 0.78 %. Heteroduplex analysis followed by paGe (polyacrylamide gel) 
and HrM analysis was then performed with the diluted samples.
Results. the sensitivity threshold of the heteroduplex analysis was found to be between 3.13–6.25 % allele burdens 
depending on the specific mutation, the sensitivity threshold of the HrM assay was 6.25–12.5 % similarly.
Conclusion. our proposed methods of heteroduplex analysis followed by paGe and HrM‑analysis for the detection  
of polycythemia vera‑specific mutations in exon 12 of the JAK2 gene allow increasing the efficiency of using different 
types of sequencing and can be used as simpler and less expensive methods of preliminary screening of these muta‑
tions.

Keywords: JAK2 12 exon, HrM, heteroduplex analysis

For citation: subbotina t. n., shalyova a. a., shevchenko a. i. et al. sensitivity evaluation of methods for screening 
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Введение
Истинная полицитемия (ИП) относится к группе 

хронических гематологических заболеваний, называ
емых миелопролиферативными неоплазиями (МПН), 
которые возникают в результате клональной экспансии 
мультипотентных гемопоэтических стволовых клеток. 
Среди всех МПН ИП отличается неконтролируемой 
пролиферацией клеток миелоидного ряда и эритроци
тов в отсутствие эритропоэтина.

Зарегистрированная ежегодная заболеваемость ИП 
составляет около 44 случаев на 100 тыс. населения [1] 
и чаще встречается среди пожилого населения, 
чем среди молодого.

Соматические драйверные мутации в гене JAK2 
являются одним из важнейших диагностических кри
териев при постановке диагноза ИП. У подавляющего 
большинства пациентов с ИП выявляется мутация  
р.V617F в экзоне 14 (95–97 % случаев), и около 1–3 % па
циентов с ИП имеют мутации в экзоне 12 гена JAK2. 
В недавнем исследовании, проанализировавшем 
1272 пациента с Phнегативными МПН, показано, что 
мутации в экзоне 12 гена JAK2 были обнаружены  
в 8 из 307 p.V617Fнегативных случаев Phнегативных 
МПН и в 2–5 % p.V617Fнегативных случаев ИП [2]. 
Начиная с 2007 г. были открыты и описаны более 
40 различных мутаций в экзоне 12 JAK2 [3]. При этом 
мутации в экзоне 12 JAK2 встречаются исключительно 
при ИП, в отличие от замены p.V617F в экзоне 14, и не 
встречаются при первичном миелофиброзе, в отличие 
от JAK2V617F [4].

JAK2 относится к семейству янускиназ, имеющих 
7 доменов гомологии JAK (JH1JH7). JH2 представля
ет собой псевдокиназный домен, который фактически 
подавляет активность киназы JAK2, при этом экзон 14 
кодирует часть сайта аутоингибирования JH2. Мутация 
p.V617F в экзоне 14 киназы JAK2 вызывает активацию 
тирозинкиназы, снимая аутоингибирование псевдо
киназного домена [5]. Известно, что функционально 
сходные мутации экзона 12 JAK2 участвуют в актива
ции сигнальных путей эритропоэтина.

Наличие мутаций в экзоне 12 гена JAK2 было вклю
чено в классификацию Всемирной организации здра
воохранения (2016) как один из основных критериев 
диагностики ИП. Согласно данным базы COSMIC, 
в экзоне 12 гена JAK2 описано примерно 40 сомати
ческих мутаций, встречающихся с разной частотой 
и имеющих клиническое значение для подтверждения 
ИП. Ввиду большого разнообразия типов данных му
таций, а также различного возможного уровня аллель
ной нагрузки каждой мутации выбор метода исследо
вания соматических мутаций JAK2 – непростая задача, 
в связи с этим выявление мутаций в экзоне 12 гена 
JAK2 на сегодняшний день не является рутинной про
цедурой в практике клиникодиагностических лабо
раторий. В качестве возможных скрининговых тестов 
для выявления данных мутаций ранее мы предлагали 
использование относительно простых и менее доро
гостоящих, чем секвенирование, методов гетероду
плексного анализа с последующим электрофорезом 
в ПААГ (полиакриламидном геле) и HRMанализа 
(High Resolution Melt, метод детекции мутаций на ос
новании анализа кривых плавления) [6, 7].

Цель исследования – определение чувствительно
сти гетеродуплексного анализа с последующим элек
трофорезом в ПААГ и HRMанализа, применяемых 
в качестве методов скрининга соматических мутаций 
в экзоне 12 гена JAK2.

Материалы и методы
Для анализа порога чувствительности обоих мето

дов осуществляли клонирование ДНК, выделенной 
из клинических образцов от 6 пациентов с ИП с ранее 
выявленными мутациями в экзоне 12 гена JAK2 [8], 
в вектор pGEMТ по стандартной методике (Promega, 
США) [9]. Все выявленные мутации относились к ти
пу Ins / Del. Отбор клонов «дикого» типа и содержащих 
мутации (см. таблицу) проводили на основании резуль
татов секвенирования на генетическом анализаторе 3500 
(Applied Biosystems, США). Контрольные образцы, име
ющие и не имеющие мутацию, были смешаны в разных 
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соотношениях с получением проб, содержащих 0,78; 
1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25; 50 и 100 % мутантного образ
ца – для гетеродуплексного анализа, и проб, содержа
щих 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25; 50 и 100 % мутантного 
образца – для HRMанализа.

Метод гетеродуплексного анализа включал ампли
фикацию фрагмента ДНК экзона 12 гена JAK2 с об
разованием гетеродуплексов и последующий электро
форез в вертикальном ПААГ. Амплификацию выполняли 
с использованием набора реагентов для проведения 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном вре
мени в присутствии EVA Green (Синтол, Москва) 
и праймеров, заимствованных из работы [10] и флан
кирующих участок длиной 126 п. о., включающих нук
леотиды как экзона 12, так и части последующего ин
трона гена JAK2 (прямой 5’AATGGTGTTTCTGATG 
TACC3’ и обратный 5’AGACAGTAATGAGTATCTA
ATGAC3’). Количество вносимой ДНК в реакцион
ную пробу составило около 1200 копий. ПЦР с допол
нительным этапом для образования гетеродуплексов 
проводили на приборе CFX96 (BioRad, США) по сле
дующей программе: 3 мин – 95 °С; 40 циклов: 10 с – 95 °С, 
10 с – 58 °С, 20 с – 72 °С; 1 цикл (образование гетеро
дуплексов): 1 мин – 96 °С, 1 мин – 45 °С. Далее с про
дуктами амплификации проводили электрофорез в 8 % 
вертикальном ПААГ (соотношение акриламид / бис
акриламид – 29 / 1) в 1x ТВЕбуфере. Детекцию резуль
татов выполняли путем окрашивания ПААГ броми
стым этидием в течение 7–10 мин с последующей 
визуализацией в ультрафиолетовом свете c использо
ванием системы гельдокументирования Gel Doc (Bio
Rad, США). Соответствие молекулярных весов про
дуктов амплификации оценивали с помощью маркера 
молекулярного веса pUC19 DNA / MspI (HpaII) Marker, 
23 (размер фрагментов 501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 
111, 110, 67, 34 и 26 п. о.) (Applied Biosystems, США). 
Заключение о наличии мутаций в экзоне 12 гена JAK2 
в гетерозиготном состоянии составляли по образованию 
дополнительных полос в геле (гетеродуплексов), кото
рые не выявляются в образцах ДНК «дикого» типа, 
а также в образцах, содержащих 100 % мутантного ал
леля.

HRMанализ включает точный мониторинг про
грессивного изменения флуоресценции, вызванного 
высвобождением интеркалирующего красителя из ду
плекса ДНК при тепловой денатурации. Замены осно
ваний, делеции и вставки приводят к различиям в ки
нетике плавления дуплексов ДНК, которое можно 
обнаружить с помощью флуоресцентного красителя. 
Праймеры и условия ПЦР были также заимствованы 
из работы [10]. ПЦР проводили с помощью набора 
Precision Melt Supermix (BioRad, США). Количество 
реагентов, вносимых в одну пробу (общий объем 10 мкл), 
составляло: Precision Melt Supermix – 5 мкл; праймеры 
прямой, обратный – по 0,5 мкл (с начальной концен
трацией 2 мкМ каждого); образец ДНК – 4 мкл (около 
1200 копий клонов). ПЦР с дополнительным этапом 
плавления высокого разрешения проводили на при
боре CFX96 (BioRad, США) по следующей программе: 
2 мин – 95 °С; 40 циклов: 10 с – 95 °С, 30 с – 57 °С, 30 с – 
72 °С; затем плавление с высоким разрешением: 30 с – 
95 °С, 1 мин – 60 °С, плавление при температуре от 65 
до 95 °С с градиентом 0,2 °С в 10 с. Результаты HRM 
оценивали с помощью программы Precision Melt Ana
lysis (BioRad, США).

Результаты
На рис. 1 приведены результаты анализа чувстви

тельности гетеродуплексного анализа с электрофорезом 
в ПААГ для 6 различных мутаций в экзоне 12 гена JAK2.

На дорожках от проб, содержащих аллель «дикого» 
типа, четко визуализируется основной фрагмент, соот
ветствующий «дикому» типу – 126 п. о. Полосы, соот
ветствующие мутантным аллелям, на уровне 120 п. о. 
визуализируются при аллельной нагрузке 50 и 25 % в слу
чаях 5 из 6 мутаций, при которых суммарное количество 
делетированных нуклеотидов равно 6. В случае мутации 
c.1612_1616CACAA>TT полосы, соот ветствующие му
тантному аллелю, отсутствуют, что, вероятно, обуслов
лено тем, что в результате данной мутаций происходит 
делеция лишь 3 нуклеотидов, а не 6. Для всех 6 мутаций 
визуализируются дополнительные полосы выше фраг
мента «дикого» типа, соответствующие гетеродуплексам, 
образованным сочетанием фрагментов цепей ДНК 

Перечень клонированных мутаций
List of cloned mutations

Изменение cdNA 
cdNA change

Изменение в белке 
Protein change

rsid cOSMIc

c.1624_1629delAATGAA p.N542E543del  – COSV67575778

с.1619_1627TCAGAAATG>AAA p.I540E543delinsKK  – COSV67625452

c.1623_1628delAAATGA p.N542_E543del  – COSV67575778

c.1622_1627delGAAATG p.R541_E543delinsK rs1818850764 COSV67586963

c.1611_1616delTCACAA p.F537_K539delinsL rs1278748630 COSV67579858

c.1612_1616CACAA>TT p.H538_K539delinsL  – COSV106113090
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Рис. 1. Результаты анализа чувствительности гетеродуплексного анализа для 6 мутаций в экзоне 12 гена JAK2
Fig. 1. Sensitivity analysis results of heteroduplex analysis for 6 mutations in exon 12 of the JAK2 gene
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Рис. 2. Результаты анализа чувствительности HRM-анализа для 6 мутаций в экзоне 12 гена JAK2
Fig. 2. Sensitivity analysis results of HRM analysis for 6 mutations in exon 12 of the JAK2 gene
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Current basic research in practical medicine

«дикого» и мутантного типов аллелей, при этом для 
всех 6 мутаций можно уверенно отличить наличие ге
теродуплексов при аллельной нагрузке в пределах 
от 3,13–6,25 % наличия мутантного аллеля.

На рис. 2 приведены результаты анализа чувстви
тельности HRMанализа для 6 различных мутаций 
в экзоне 12 гена JAK2. При проведении анализа паде
ния уровня флуоресценции с повышением температуры 
на этапе плавления все кривые плавления продук
тов амплификации были четко разделены на несколь
ко кластеров в соответствии с уровнями аллельной 
нагрузки. Для мутаций c.1611_1616delTCACAA, 
c.1622_1627delGAAATG, c.1624_1629delAATGAA 
и c.1612_1616CACAA>TT порог чувствительности ме
тода HRM составил 12,5 % мутантного аллеля, тогда 
как для мутаций с.1619_1627TCAGAAATG>AAA 
и c.1623_1628delAAATGA порог чувствительности ока
зался ниже – 6,25 % мутантного аллеля.

Обсуждение
Для анализа соматических мутаций в области эк

зона 12 гена JAK2 используют различные молекулярно
генетические методы, основанные на секвенировании 
ДНК [11], фрагментном анализе [12], а также на раз
личных модификациях ПЦР в реальном времени: ал
лельспецифичной ПЦР [3], методах детекции мутаций 
на основании анализа кривых плавления [10] и др. 
Тем не менее ни один из предложенных методов не по
зволяет  определить все возможные варианты указан
ных соматических мутаций ввиду их разнообразия, 
а также того, что уровень аллельной нагрузки сомати
ческой мутации в крови пациента зачастую оказыва
ется ниже порога чувствительности метода. В связи 
с этим выявление мутаций в экзоне 12 гена JAK2  на се
годняшний день не является рутинной процедурой 
в практике клиникодиагностических лабораторий. 
Также стоит отметить, что большинство молекулярно
генетических лабораторий, предлагающих услуги по 
анализу мутаций в экзоне 12 гена JAK2, исследуют 
только наиболее часто встречающиеся варианты му

таций. В то же время с помощью предлагаемых нами 
методов возможно проведение анализа одновремен
но всех мутаций, которые представлены небольшими 
вставками или делециями на участке экзона 12 гена 
JAK2.

Если сравнивать между собой приведенные в на
стоящем исследовании методы, то гетеродуплексный 
анализ показал более высокую чувствительность для всех 
6 проанализированных мутаций по сравнению с HRM
анализом. К преимуществам гетеродуплексного анализа 
с электрофорезом в ПААГ также можно отнести его бо
лее низкую стоимость в отношении как необходимых 
реагентов, так и оборудования и программного обеспе
чения для обработки результатов анализа, поскольку 
метод HRM требует наличия дорогостоящего оборудо
вания (в частности, амплификатора с детекцией флуо
ресценции в режиме реального времени) и специально
го программного обеспечения. Вместе с тем метод HRM 
также имеет свои преимущества перед гетеродуплексным 
анализом, заключающиеся в простоте и более высокой 
скорости выполнения анализа, поскольку он не предпо
лагает дополнительных лабораторных манипуляций после 
ПЦР и проводится в той же пробирке, что обеспечивает, 
в отличие от гетеродуплексного анализа, дополнительную 
защиту от контаминации продуктами ПЦР.

Заключение
Таким образом, по результатам проведенного ис

следования можно заключить, что для скрининга 
 мутаций по типу Ins / Del в экзоне 12 гена JAK2 гетеро
дуплексный анализ с электрофорезом в ПААГ демон
стрирует достаточно высокий уровень чувствительно
сти, а именно 3,13–6,25 % присутствия мутантного 
аллеля в пробе, в зависимости от конкретной мутации. 
В то же время порог чувствительности HRMанализа 
для скрининга тех же мутаций составил 6,25–12,5 % 
наличия мутантного аллеля в пробе. Оба метода могут 
быть рекомендованы к использованию в качестве пред
варительного скрининга мутаций по типу Ins / Del в эк
зоне 12 гена JAK2.
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