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Использование ДНК, выделенной                                                                                                    
из образцов костного мозга в парафиновых 
блоках от пациентов с ХМН, для анализа 

соматических мутаций

Курочкин Д.В., Карнюшка А.А., Субботина Т.Н., Хазиева А.С.,                     
Гаркуша Т.А., Петриченко Т.Ю., Хоржевский В.А.

Хронические миелопролиферативные неоплазмы (ХМН) – клональные 
заболевания, характеризующиеся нарушением пролиферации миелоидной 
линии клеток в костном мозге. Для подтверждения диагноза и определе-
ния фенотипической формы, ВОЗ рекомендуется проведение молекуляр-
но-генетических исследований. Предполагается, что исследование ДНК, 
выделенной из костного мозга в парафиновых блоках от тринегативных 
пациентов с ХМН, позволит выявить соматические мутации (в генах 
JAK2, CALR, MPL), ассоциированные с ХМН. В данной работе показано, 
что ДНК из костного мозга в парафиновых блоках от пациентов с ХМН 
пригодна для генетических исследований.
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Use of DNA isolated from bone marrow 
samples in paraffin blocks from patients 

with MPN to analyze somatic mutations

Kurochkin D.V., Karnyushka A.A., Subbotina T.N., Garkusha T.A., 
Khazieva A.S., Petrichenko T.J., Khorzhevsky V.A.

Myeloproliferative neoplasms (MPN) are a clonal disease characterized by 
impaired proliferation of myelopoietic cell lines. WHO recommends molecular 
genetic studies to confirm the diagnosis and determine the phenotypic form. It is 
assumed that the study of DNA isolated from bone marrow in paraffin blocks 
from triple-negative patients with MPN will reveal somatic mutations (in JAK2, 
CALR, MPL genes) associated with MPNThis study shows that bone marrow 
DNA in paraffin blocks from patients with MPN is suitable for genetic studies.
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Введение 
Хронические миелопролиферативные неоплазии (ХМН) – клональные 

заболевания, характеризующиеся нарушением пролиферации миелоидной 
линии клеток в костном мозге. К ХМН относят истинную полицитемию, 
эссенциальную тромбоцитемию и первичный миелофиброз.

В настоящее время достоверно установлена центральная роль сомати-
ческих мутаций гемопоэтической стволовой клетки при этих патологиях: 
в гене янус-киназы (JAK2), в гене рецептора тромбоэтинового рецептора 
(MPL), в гене кальретикулина (CALR).

Морфологическое исследование трепанобиоптата костного мозга – один 
из основных критериев ВОЗ для подтверждения диагноза Ph-негативных 
ХМН [1, c. 235–242], однако не всегда метод позволяет однозначно сделать 
вывод о наличии ХМН или определиться с его фенотипической формой.

Предполагается, что исследование ДНК, выделенной из костного мозга в 
парафиновых блоках от тринегативных пациентов с ХМН, позволит выявить 
соматические мутации (в генах JAK2, CALR, MPL), ассоциированные с ХМН.

Поскольку в костном мозге ДНК имеется у представителей всех кле-
точных линий миелопоэза, то исследование ДНК, выделенной из костного 
мозга в парафиновых блоках от тринегативных пациентов с ХМН, возмож-
но позволит выявить соматические JAK2, CALR и MPL мутации, ассоци-
ированые с ХМН. Также возможность выявления этих и других мутаций 
в ДНК, выделенной из исследуемых образцов костного мозга в парафино-
вых блоках, может помочь врачу в дифференциальной диагностике между 
ХМН и вторичными эритро- и/или тромбоцитозами, при невозможности 
исследовать мутационный статус из образцов периферической крови в 
силу различных обстоятельств.

Таким образом, цель данной работы – оценка возможности исполь-
зования ДНК, выделенной из образцов костного мозга в парафиновых 
блоках, с целью скринингового анализа соматических CALR мутаций при 
использовании гетеродуплексного анализа с последующим электрофоре-
зом в ПААГ у пациентов с ХМН.

Материалы и методы 
В исследование были включены 3 пациента с диагнозом ХМН. Диагноз 

МФ у первого и второго пациентов и ИП у третьего пациента были под-
тверждены морфологическим исследованием трепанобиоптата костного 
мозга. Объектом исследования в настоящей работе являлись образцы ДНК 
от пациентов №1, №2 и №3, выделенные как из парафиновых блоков кост-
ного мозга, так и из лейкоцитов цельной крови.
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ДНК из лейкоцитов крови выделяли с использованием набора реаген-
тов GeneJET™ (ThermoFisherScientific). ДНК из парафиновых блоков кост-
ного мозга выделяли с использованием набора реагентов GeneJET™ FFPE 
DNA PurificationKit (ThermoFisherScientific).

Скрининговое исследование наличия мутаций в гене CALR прово-
дили при использовании гетеродуплексного анализа с последующим 
электрофорезом в ПААГ, который ранее был предложен специалистами 
научно-практической лаборатории молекулярно-генетических методов ис-
следований СФУ [2, c. 29–33]. Участок гена CALR (265 bр) амплифици-
ровали используя праймеры CALR_F (5’ggcaaggccctgaggtg-3’) и CALR_R 
(5’ggcctcagtccagcctg-3), заимствованные из статьи [3, c. 79–84].

Результаты исследования 
По результатам электрофореза в 8% ПААГ трёх испытуемых образцов 

ДНК можно отметить, что основные специфические для анализируемых 
CALR мутаций полосы на дорожках от образцов ДНК, выделенных из кост-
ного мозга в парафиновых блоках, соответствуют полосам на соответствую-
щих дорожках от образцов ДНК, выделенных из лейкоцитов цельной крови, 
но интенсивность свечения несколько ниже. В одной из дорожек наблюда-
ются полосы от неспецифических продуктов амплификации.

Обсуждение 
Морфологическое исследование трепанобиоптата является важным ис-

следованием и рекомендовано ВОЗ при постановке диагноза Ph-негативное 
ХМН. Однако кроме морфологического исследования в некоторых случаях 
для подтверждения диагноза может быть востребован молекулярно-генети-
ческий анализ в образцах ДНК из костного мозга в парафиновых блоках на 
предмет наличия мутаций, ассоциированных с ХМН и рекомендуемых ВОЗ.

Показанная в данной работе более низкая интенсивность свечения по-
лос (продуктов амплификации ДНК) на дорожках от образцов ДНК, выде-
ленных из костного мозга в парафиновых блоках, в сравнении с полосами 
на соответствующих дорожках от образцов ДНК, выделенных из лейко-
цитов цельной крови, по-видимому, обусловлено более низкой концен-
трацией специфических участков ДНК для амплификации, полученных 
при выделении из костного мозга. Причиной этого могут являться такие 
факторы, как воздействие химических реагентов, используемых при при-
готовлении блоков, и длительность хранения парафиновых блоков. Появ-
ление неспецифических продуктов амплификации на дорожке от одного 
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из образцов ДНК обусловлено фрагментацией ДНК, индуцируемой фик-
сацией формалином [4, c. 957–964]. Фрагментация может снижать количе-
ство ДНК, подходящей для амплификации методом ПЦР, что вынуждает 
добавлять большее количество ДНК в ПЦР-смесь.

Заключение 
На данном этапе работы нами установлено, что несмотря на относитель-

но низкий выход ДНК при выделении её набором реагентов «GeneJET™ 
FFPE DNA PurificationKit» из парафиновых блоков костного мозга, по срав-
нению с выходом при выделении ДНК из клеток периферической крови, по-
лученные результаты позволяют сделать вывод, что ДНК из костного мозга в 
парафиновых блоках от пациентов с ХМН пригодна для генетических иссле-
дований, в частности для выявления соматических мутаций в гене CALR.

В дальнейшем считаем важным провести сравнительную оценку уров-
ня аллельной нагрузки соматическими мутациями в образцах ДНК, полу-
ченных в одно и то же время, и от одних и тех же пациентов, как из клеток 
периферической крови, так и из клеток костного мозга в парафиновых бло-
ках. Если уровень аллельной нагрузки в образцах ДНК из костного мозга 
будет значительно выше, то предполагаем, что это позволит в дальнейшем 
выявлять известные соматические мутации у тринегативных пациентов с 
диагнозом ХМН, что в свою очередь улучшит диагностику ХМН.
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