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РЕФЕРАТ
Актуальность и цели. Развитие хронических миелопроли-
феративных заболеваний проходит длительный латентный 
период, затрудняя исследования механизмов патогенеза. 
Наблюдения, отмеченные в клинической практике, зачастую 
требуют экспериментальной проверки. Механизмы онко-
логической трансформации, связанные с возникновением 
мутаций, встречающихся при хронических миелопролифе-
ративных заболеваниях, были подтверждены на моделях 
трансгенных животных. Биологические модели позволили 
выявить комплексную природу развития миелофиброза. 
Однако изучение отдельных клеточных механизмов требует 
создания новых моделей. В работе представлен как обзор 
опубликованных моделей развития миелопролиферативных 
заболеваний, в основном первичного миелофиброза, так и 
результаты исследования разработанной клеточной линии с 
экспрессией JAK2 V617F. Цель настоящей работы — создание 
клеточной линии с экспрессией трансформирующей мутации 
JAK2 V617F в клетках острого моноцитарного лейкоза THP-1.
Методы. Основой для создания трансгенной клеточной ли-
нии послужила линия клеток моноцитарного лейкоза  THP-1, 
способная дифференцироваться в макрофаги. Мутация 
V617F была получена методом направленного мутагенеза. 
Было создано две трансгенных линии: одна с экспрессией 
гена JAK2 с мутацией V617F, другая — JAK2 дикого типа.
Результаты. Обе трансгенные линии характеризовались 
повышенной экспрессией JAK2 по сравнению с немоди-
фицированными клетками. При рутинном культивировании 
трансгенные THP-1 сохраняли морфологию моноцитов. По-
сле обработки форболовым эфиром THP-1  дифференци-
ровались в макрофаги и прикреплялись к культуральному 
пластику. Адгезировавшие клетки принимали различную 
форму: часть отличалась сферической формой, у других 
отмечены псевдоподии. Значимых различий по доле жиз-
неспособных клеток не наблюдалось. Однако макрофаги 
с экспрессией мутантного гена JAK2 и JAK2  дикого типа 
имели тенденцию к уменьшению количества нежизнеспо-
собных клеток при культивировании.
Заключение. Полученная клеточная модель может слу-
жить объектом для оценки влияния мутации JAK2 V617F на 
про- и антифибротический потенциал макрофагов, что мо-
жет пролить свет на патогенетическую роль макрофагов в 
развитии миелофибороза. Кроме того, с помощью данной 
модели можно исследовать новые методы терапии и диаг-
ностики как первичного, так и вторичного миелофиброза.
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ABSTRACT
Background & Aims. Chronic myeloproliferative disorders typi-
cally develop during a long latent period, and it complicates the 
study of the mechanism of its pathogenesis. Observations from 
the clinical practice should be confi rmed by experiments. The 
mechanisms of oncological transformation related to mutations 
associated with chronic myeloproliferative diseases were con-
fi rmed in transgene animal models. Biological models permit-
ted to determine a complex nature of myelofi brosis. However, 
studies of the cellular mechanisms of myelofi brosis require new 
models. This paper presents a review of published models of 
myeloproliferative disorders, mainly, primary myelofi brosis, and 
results of studies of a new cell line with expression of JAK2 
V617F. The aim of this study is to create a new cell line with ex-
pression of transforming JAK2 V617F mutation in acute mono-
cytic leukemia THP-1 cells.
Methods. Transgenic cell lines were created on the basis of 
monocytic leukemia THP-1 cell line that can diff erentiate into 
macrophages. Direct mutagenesis was used to cause V617F 
mutation. Two cell lines were created: one with JAK2 expres-
sion with V617F mutation, the other with wild type JAK2.
Results. Both transgenic lines were characterized by increased 
JAK2 expression as compared to non-modifi ed cells. In routine 
cultivation, transgenic THP-1 cells retained the morphology of 
monocytes. After treatment with phorbol ester, THP-1 diff erenti-
ated into macrophages and become adherent to culture plas-
tic. Adherent cells demonstrated the variety of shapes: some of 
them were spherical, the other ones had pseudopodia. No sig-
nifi cant diff erences in viability of cells were observed. However, 
macrophages expressing mutant JAK2 and overexpressing the 
wild type JAK2 demonstrated a tendency to decreased amount 
unlivable cells during cultivation.
Conclusion. The obtained cell model can be used for estimat-
ing the infl uence of JAK2 V617F mutation on pro- and antifi -
brotic potential of macrophages that can help to investigate 
the pathogenetic role of macrophages in myelofi brosis de-
velopment. In addition, this model can help to develop novel 
methods of therapy and diagnostics of primary and secondary 
myelofi brosis.
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ВВЕДЕНИЕ

Первичный миелофиброз (ПМФ), или миелофиброз 
с миелоидной метаплазией, — злокачественная 
гематологическая опухоль, которая относится к Ph-
негативным хроническим миелопролиферативным 
заболеваниям (ХМПЗ) [1]. Заболевание характеризу-
ется дисфункцией миелоидного ростка гемопоэза с 
развитием цитопении и возникновением экстраме-
дуллярных очагов кроветворения, в первую очередь в 
селезенке [2, 3]. Основные симптомы: утомляемость, 
ночные поты, боль в костях, повышение температуры 
тела, потеря массы тела и боль в области селезенки 
[3]. К осложнениям ПМФ относят кровотечения, 
портальную гипертензию, снижение иммунитета с 
подверженностью инфекциям и трансформацию в 
острый лейкоз [4, 5]. Пациенты с ПМФ имеют самый 
низкий уровень качества жизни и наиболее высокую 
смертность среди больных с Ph-негативными ХМПЗ. 
Средняя продолжительность жизни этих больных со-
ставляет 5–7 лет [2, 4, 6].

При развитии ПМФ фиброз костного мозга на-
растает постепенно. Это сопровождается угнетением 
нормального кроветворения в костном мозге и нарас-
танием доли экстрамедуллярного кроветворения, в 
первую очередь, в селезенке, а также в печени, костях 
черепа и позвоночнике. В гемопоэтических тканях 
человека фиброз встречается не так часто и обычно 
связан с патологическими изменениями миелоидного 
ростка кроветворения [7]. Изменения в костном мозге 
при ПМФ имеют цитокин-опосредованный характер. 
Они возникают в результате клонального (злокаче-
ственного) перерождения мультипотентной гемопоэ-
тической стволовой клетки [8, 9], что сопровождается 
усилением продукции белков внеклеточного ма-
трикса [10]. Исследования in vitro и in vivo указывают 
на вовлечение в эти процессы целого ряда цитокинов. 
Особый акцент делается на роль плейотропного ци-
токина TGF-β1 (трансформирующего фактора роста). 
Данный фактор способен активировать фибробласты, 
что в итоге приводит к продукции белков межкле-
точного матрикса, увеличению экспрессии протеаз 
и ингибированию продукции белков, участвующих 
в реорганизации межклеточного матрикса. TGF-β 
секретируется большим количеством различных 

типов клеток, причем наиболее активно моноцитами/
макрофагами и мегакариоцитами/тромбоцитами.

Частота ПМФ составляет 3,6–5,7 случая на 100 000 на-
селения [11]. Развитие заболевания может продолжаться 
годами, а диагностика этой опухоли на ранних стадиях 
клинически затруднена. В силу указанных обстоя-
тельств изучение патогенетических факторов ПМФ с 
использованием клинического материала становится 
малоэффективным. Наибольший вклад в понимание 
биологии ПМФ вносят модели, на которых можно из-
учать механизмы становления и развития заболевания, 
а также тестировать новые препараты. В настоящем 
обзоре нами представлены основные существующие 
модели ПМФ, при которых объектом исследования были 
модельные животные или клеточные культуры.

МОДЕЛИ TPOhigh

Тромбопоэтин (TPO), также известный как MPL-
лиганд или фактор роста и развития мегакарио-
цитов (MGDF), — это главный физиологический 
гуморальный регулятор мегакариопоэза и продукции 
тромбоцитов [12, 13]. Модели TPOhigh были открыты 
в результате изучения побочных эффектов длитель-
ного применения TPO как препарата, повышающего 
уровень тромбоцитов в крови [14]. Описаны модели, 
созданные как путем повторного введения пегилиро-
ванного TPO [15], так и с использованием ретро- [16, 
17] и аденовирусных [18–21] векторов либо путем 
трансгенеза [22, 23].

Введение пегилированного TPO

Наиболее просто реализуемая модель TPOhigh 
образуется при введении экспериментальным жи-
вотным экзогенного TPO. Иммунокомпетентным 
BALB/c мышам в течение 14 дней вводился в возрас-
тающих дозах (от 10 до 500 мкг/кг) пегилированный 
TPO [15]. У всех животных развились дозозависимые 
тромбоцитоз, лейкоцитоз, анемия, спленомегалия; 
кроме того, возникали очаги экстрамедуллярного 
кроветворения в селезенке и других органах. Фиброз 
костного мозга развивался при введении макси-
мальных доз TPO. Подобный эффект при введении 
данного препарата наблюдался и у крыс [24].
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Использование аденовирусной доставки

Еще одним подходом к созданию модели ПМФ у 
мышей послужило использование аденовирусных 
векторов для экспрессии кДНК TPO человека. При этом 
использовался промотор цитомегаловируса (CMV) 
или вируса саркомы Рауса (RSV). Кроме того, при-
менялись различные методы введения: подкожный 
[17], интратрахеальный [19], интраперитонеальный 
[21] или внутривенный [20]. При проведении экс-
периментов на иммунокомпетентных мышах линии 
BALB/c развитие ПМФ не наблюдалось, что было 
связано с выработкой антител против TPO человека 
[25]. В случае использования иммунодефицитных по 
Т- и В-клеточному звену мышей NOD/SCID наблюдали 
лейко- и тромбоцитоз, а также выраженную мегака-
риоцитарную гиперплазию в селезенке и костном 
мозге. При этом фибротических изменений у мышей 
линии NOD/SCID не возникало [25]. У мышей SCID 
развивался прогрессирующий ПМФ не позднее 6 нед. 
после введения вируса. В связи с тем, что мыши NOD/
SCID отличаются от мышей SCID нарушением фаго-
цитарной функции мононуклеаров [26, 27], авторы 
утверждают, что моноциты/макрофаги являются 
обязательным звеном в развитии ПМФ у мышей с 
гиперэкспрессией ТРО. Следует отметить, что в ис-
следованиях O. Wagner-Ballon и соавт. это наблюдение 
не подтверждено [28].

Использование ретровирусной доставки

При использовании данного подхода кДНК TPO 
человека встраивается в вектор, входящий в состав 
ретровируса, в результате заражения которым про-
исходит встраивание последовательности вируса в 
геном клетки. Вирусные частицы использовались для 
инфицирования гемопоэтических стволовых клеток, 
которые трансплантировали летально облученным 
мышам [16, 17]. В результате были получены жи-
вотные с состоянием, сходным по течению с ПМФ, и 
100%-й смертностью через 10 мес. после трансплан-
тации костного мозга (ТКМ) [16]. Заболевание проте-
кало в две стадии. На первой стадии, в течение 2 мес. 
после ТКМ, наблюдали 4-кратное повышение числа 
тромбоцитов и присутствие гигантских тромбоцитов 
в крови, 10-кратное повышение числа лейкоцитов и 
увеличение гематокрита. В костном мозге и селезенке 
отмечалась мегакариоцитарная и гранулоцитарная 
гиперплазия в сочетании с эритробластической ги-
поплазией в костном мозге. На второй стадии, через 
3 мес. после ТКМ, число клеток-предшественниц сни-
зилось в костном мозге и селезенке, но увеличилось в 
периферической крови и перитонеальной жидкости, 
а впоследствии привело к развитию панцитопении. 
Экстрамедуллярные очаги кроветворения наблюдали 
в печени, почках, лимфатических узлах и легких. 
У нескольких мышей имела место бластная трансфор-
мация. Гистологическое исследование позволило вы-
явить признаки фиброза в костном мозге и селезенке, 
а также признаки остеосклероза в костном мозге.

В другой работе при применении аналогичного 
подхода наблюдали симптомы меньшей интенсив-
ности [17]. Число тромбоцитов повысилось в 5 раз 
и сохранялось на таком уровне 73 нед. Отмечались 
анемия средней степени тяжести и небольшое увели-

чение количества лейкоцитов и предшественников 
миелоидного ряда в крови. У мышей наблюдали об-
разование экстрамедуллярных очагов кроветворения, 
спленомегалию и гиперплазию мегакариоцитарного 
и гранулоцитарного ростков. В костном мозге вы-
явлены плотная сеть ретикулиновых волокон и об-
разование новых костных трабекул. Вторая стадия, 
как в описанном предыдущем исследовании, не раз-
вивалась. Мыши оставались живыми и активными в 
течение года. Исход в острый лейкоз не наблюдался. 
Эти фенотипические отличия могут объясняться раз-
личным уровнем ТРО в плазме: 1000 нг/мл в первом 
исследовании [16] и 30 нг/мл — во втором [17].

МОДЕЛИ, ПОЛУЧЕННЫЕ ТРАНСГЕННЫМ 

ПУТЕМ

Существует две трансгенных модели мышей TPOhigh 
с разным фенотипом. В одной из них [22] гиперэк-
спрессия человеческого ТРО осуществляется энхан-
сером/промотором специфичного печеночного апо-
липопротеина Е. В этой модели не отмечено признаков 
ПМФ, несмотря на повышенный уровень ТРО в плазме 
(3 нг/мл), 4-кратное повышение числа тромбоцитов и 
тканевых мегакариоцитов в течение 16 мес. Во второй 
модели [23], в которой полноценный мышиный ТРО 
был экспрессирован под контролем энхансера/про-
мотора Н-цепей мыши, выявлены 2-кратный лейко-
цитоз, анемия со снижением гематокрита на 10 %, 
3-кратный тромбоцитоз и повышение уровня ТРО в 
плазме до 3 нг/мл. Фиброз костного мозга развивался 
на 9-м месяце и прогрессировал до 12 мес. жизни 
мышей. Эта модель отличается от первой локальной 
продукцией ТРО в костном мозге, вероятнее всего по-
служившей причиной развития ПМФ [23].

Все эти модели показывают, что гиперэкспрессия 
ТРО у мышей вызывает миелопролиферативное 
заболевание, имеющее сходные с ПМФ признаки: 
лейкоцитоз, анемию, тромбоцитоз, в некоторых 
случаях — панцитопению, спленомегалию, экстраме-
дуллярный гемопоэз, миелофиброз и остеосклероз. 
Возникновение и степень проявления этих симптомов 
могут быть связаны с уровнем ТРО в плазме, продол-
жительностью его повышения и локальным уровнем 
в аспирате костного мозга [29]. Создание данных 
моделей позволило доказать центральную роль ТРО в 
развитии симптомов Ph-негативного ХМПЗ.

МОДЕЛЬ GATA-1LOW 

GATA-1 — это транскрипционный фактор, коди-
рующийся геном в Х-хромосоме и играющий жиз-
ненно важную роль в регуляции экспрессии генов, 
которые участвуют в дифференцировке и развитии 
эритроидных [30], мегакариоцитарных [31], эози-
нофильных [32] и тучных [33] клеток. Это было 
выяснено с помощью мышей с экспериментально 
индуцированными нарушениями экспрессии дан-
ного фактора. М.А. McDevitt и соавт. создали линию 
мышей с делецией участка длиной 8 kb в гене GATA-1 
[34]. Эмбриональные стволовые клетки с данной 
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делецией вводили в бластоцисты мышей линии 
C57BL/6 [35]. У этих мышей наблюдали анемию и 
нарушения созревания клеток эритроидного ряда, 
связанные с повышением интенсивности апоптоза 
в 4–5 раз. Кроме того, отмечалась тромбоцитопения, 
т. к. при практически полной блокаде экспрессии 
GATA-1 происходило нарушение созревания мега-
кариоцитов и образование небольшого количества 
аномальных крупных тромбоцитов [35, 36]. Созре-
вание мегакариоцитов блокировалось между I и II 
стадией, что приводило к нарушению организации 
α-гранул в результате снижения экспрессии не-
которых специфичных белков. Это фактор Вилле-
бранда и атипичная локализации белков, например 
Р-селектина, который, несмотря на нормальный 
уровень экспрессии, обнаруживался на границах 
мембранных систем, а не в α-гранулах [37].

Смертность у мышей данной линии достигала 
более 90 % сразу после рождения. Однако после 
возвратного скрещивания с мышами C57BL/6 с об-
разованием гетерозиготы подавляющее большинство 
мышей достигало взрослого возраста. У мышей 
развивалась анемия на 1-м месяце жизни, которая 
переставала определяться в более старшем возрасте. 
Тромбоцитопения, при которой количество тромбо-
цитов составляло менее 10 % нормы, наблюдалась 
у этих животных в течение всей жизни. Снижение 
числа тромбоцитов было вызвано дисфункцией 
их образования, тогда как число мегакариоцитов в 
костном мозге и селезенке было значительно повы-
шено. Размеры клеток при этом варьировали: наряду 
с большими практически зрелыми мегакариоцитами 
встречались малые формы, образующие скопления, 
особенно в селезенке [38].

В течение 1-го года жизни у мышей развивалась 
тромбоцитопения и происходило увеличение селе-
зенки в связи с экспансией клеток мегакариоцитар-
ного ряда, отмечалась анемия в течение 1-го месяца 
жизни, которая в более старшем возрасте не наблю-
далась. При этом увеличение интенсивности апоптоза 
эритроидных предшественников продолжалось и 
далее. В течение этого времени проявлялись первые 
признаки ПМФ с миелоидной метаплазией: снижение 
числа ядерных клеток (до 1/5 от нормального числа) 
в костном мозге, появление ретикулинового фиброза 
с коллагеновыми волокнами и остеосклерозом. 
Селезенка увеличивалась в размере в 5–10 раз по 
сравнению с мышами дикого типа, очаги экстраме-
дуллярного гемопоэза определялись в печени и, реже, 
в других органах. В крови наблюдали лейкоцитоз 
средней степени с некоторым количеством незрелых 
клеток, но без бластных элементов, дакриоциты и 
эритробласты. В возрасте 15–18 мес. полностью обо-
значался фенотип ПМФ. Бластная трансформация, 
т. е. исход в острый лейкоз, у таких мышей не наблю-
далась, показатели выживаемости были удовлетво-
рительными. Продолжительность жизни животных 
составляла 20–24 мес. [38, 39].

Эти данные свидетельствуют о патогенетической 
роли мегакариоцитарной дисплазии в развитии при-
знаков миелоидной дисфункции. Однако при этом 
невозможно сделать вывод о непосредственном вли-
янии мегакариоцитоза на развитие ПМФ.

МОДЕЛИ С МУТАЦИЕЙ JAK2 V617F

Общей в патогенезе всех ХМПЗ является активация 
тирозинкиназ [40]. Первой открытой мутацией для 
ХМПЗ была транслокация t(9;22)(q34;q11) с образо-
ванием слитного гена BCR-ABL, которая приводит к 
активации пролиферации, ингибирует апоптоз и спо-
собствует увеличению уровня клональной эволюции, 
что может закончиться бластной трансформацией 
[40]. Генетические изменения, характерные для ис-
тинной полицитемии (ИП), эссенциальной тромбо-
цитемии (ЭТ) и ПМФ, оставались неизвестными до 
2005 г., когда были опубликованы данные о точечной 
мутации в гене Янус-киназы (JAK2), вызывающей 
замену валина на фенилаланин в положении 617 по-
липептидной цепи [41–43]. Мутация была найдена в 
половине случаев заболеваний ЭТ и ПМФ и практи-
чески во всех случаях ИП [44]. JAK2 V617F является 
соматической мутацией, характерной исключительно 
для гемопоэтической ткани [45].

Валин в положении 617 находится в псевдоката-
литическом домене, который имеет структуру, гомо-
логичную каталитическому, но не обладает при этом 
киназной активностью [46]. Это делает механизм 
активации JAK2 в результате мутации V617F не со-
всем ясным. Однако существуют данные об активации 
JAK2 в результате делеции в псевдокаталитическом 
домене [47]. Основываясь на подобных наблюдениях, 
можно предположить, что этот домен осуществляет 
отрицательную регуляцию киназной активности ка-
талитического домена подобно аутоингибирующему 
действию юкстамембранного домена в тирозинки-
назных рецепторах, например FLT3 [48]. Расчетная 
модель структуры рецептора JAK2 показала, что 
валин 617 тесно связан с активационной «шпилькой» 
(участок РНК, формирующий ее вторичную структуру, 
напоминающую шпильку) в каталитическом домене 
[49].

Янус-киназы, связанные с цитокиновыми рецепто-
рами и рецепторами тирозинкиназ, играют ведущую 
роль в восприятии и передаче сигнала от цитокинов 
в клетках млекопитающих. Существуют данные, что 
на клетки-предшественницы миелоидного ряда, 
дефицитные по JAK2, не действуют эритропоэтин, 
тромбопоэтин и гранулоцитарно-макрофагальные 
колониестимулирующие факторы, что в результате 
приводит к нарушению эритропоэза [50]. Эти наблю-
дения указывают на то, что JAK2 служит ключевым 
ферментом регуляции развития и дифференцировки 
клеток миелоидного ряда. Это подтверждается и тем, 
что мутации JAK2 обнаруживают при целом ряде мие-
лопролиферативных заболеваний [51–53], а клетки, 
положительные по JAK2 V617F, проявляют гиперчув-
ствительность к цитокиновой стимуляции [43, 54].

Результаты генетического анализа указывают 
на то, что мутация JAK2 V617F имеет дозозависимое 
влияние на фенотип ХМПЗ [41–43, 54]. Так, у ряда 
пациентов с ИП, даже с низкой аллельной нагрузкой, 
существует эритроидный клон, гомозиготный по JAK2 
V617F. Однако подобная картина крайне редко наблю-
дается у пациентов с ЭТ [55]. Эти данные подтверж-
даются и на мышиных моделях. Первые исследования 
in vivo показали, что гиперэкспрессия JAK2 V617F в 
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гемопоэтическом компартменте вызывает полностью 
пенетрантный фенотип (признак, в формировании 
которого участвовало несколько генов) ХМПЗ с по-
лицитемией и лейкоцитозом без сопутствующего 
тромбоцитоза [56, 57]. В данных работах была опи-
сана прямая зависимость между аллельной нагрузкой 
JAK2 V617F и степенью лейкоцитоза и миелофиброза. 
Позднее две группы исследователей создали транс-
генные модели для изучения JAK2 V617F-позитивных 
ХМПЗ [58, 59]. Более низкий уровень экспрессии в 
этих моделях был связан с ЭТ-подобным фенотипом, 
но не с ИП. При высокой аллельной нагрузке наблю-
дался фенотип ИП, впоследствии переходящей в ПМФ 
[57, 58]. Исследования на моделях «knock-in» (опреде-
ленный ген не удаляется из организма, а заменяется 
другим) показывают, что у мышей с конститутивной 
активацией JAK2 V617F в гемопоэтических предше-
ственниках развивается фенотип, сходный с ЭТ [60]. 
При этом при индукции экспрессии JAK2 V617F более 
сильным промотором развивались симптомы, харак-
терные для ИП [60].

Впервые модель JAK2 V617F была создана при 
попытке оценить вклад данной мутации в патогенез 
ХМПЗ вскоре после ее открытия [41–43, 54]. Для 
анализа влияния мутации на регуляцию гемопоэза 
in vivo была создана модель путем трансплантации 
мышам-реципиентам костномозговых клеток, транс-
дуцированных ретровирусом, несущим мутацию 
JAK2 V617F [56, 57]. У этих мышей проявлялись сим-
птомы заболевания, похожие на ИП. В дальнейшем 
у животных развивался вторичный миелофиброз. 
Развитие симптомов происходило в несколько стадий.

Через 2–4 мес. после трансплантации у мышей 
развивался лейкоцитоз с редко встречающимися не-
зрелыми формами и гиперсегментацией, отмечались 
увеличение гематокрита (60–90 %), ретикулоцитоз, 
снижение уровня эритропоэтина [56]. Размеры тром-
боцитов увеличивались. При этом число их могло ва-
рьировать от нормальных значений до повышенных. 
В костном мозге наблюдались признаки миелоидной 
гиперплазии со скоплениями мегакариоцитов. От-
мечалось 2–3-кратное увеличение селезенки за счет 
гиперплазии красной пульпы и эритроидного/мие-
лоидного ростков, скопления дисплазированных и 
подверженных апоптозу мегакариоцитов с явлением 
нейтрофильного эмпериполеза. Кроме того, описы-
вается повышение плоидности мегакариоцитов, на-
личие очагов экстрамедуллярного гемопоэза в печени 
с эритроидными, миелоидными и мегакариоцитар-
ными клетками [56]. Эритроидные клетки-пред-
шественницы имели костномозговое и селезеночное 
происхождение, а также конститутивную активацию 
эффекторов JAK2 (STAT5, ERK1/2). На этой стадии 
фиброз еще не наблюдался.

Через 4 мес. после трансплантации мыши раз-
делились на группы в зависимости от проявления 
признаков заболевания [57]. У одних наблюдались 
аномальные эритроциты, гигантские тромбоциты, 
полицитемия с признаками фиброза в селезенке и 
костном мозге. У других мышей, напротив, развитие 
фиброза с коллагеновыми и ретикулиновыми во-
локнами в костном мозге и селезенке сочеталось 
с анемией, тромбоцитопенией и гранулоцитозом, 

гиперклеточностью костного мозга и значительной 
спленомегалией. В бедренных костях наблюдался 
остеосклероз. Продолжительность жизни мышей пре-
вышала 6 мес.

В дальнейшем полученные экспериментальные 
данные позволили создать целый ряд моделей транс-
генных мышей «knock-in», в т. ч. с индуцируемой 
тканеспецифической экспрессией мутантной формы 
JAK2 V617F. Детальный анализ моделей описан в 
обзоре J. Li и соавт. [61]. Любопытно, что лишь в мо-
делях, в которых экспрессировался ген JAK2 человека 
с мутацией, были отмечены симптомы, характерные 
для развития ПМФ: спленомегалия, фиброз костного 
мозга. Однако эти симптомы не развивались при 
введении гена JAK2 V617F мыши, хотя и приводили к 
миелоидной метаплазии.

Экспериментальные модели позволили доказать 
трансформирующую природу мутации JAK2 V617F.

МОДЕЛЬ С МУТАЦИЕЙ MPLW515L

Поиск механизмов, ответственных за нарушение сиг-
нального пути JAK-STAT при JAK-негативных ХМПЗ, 
привел к обнаружению мутации в гене ТРО-рецептора 
MPL W515L [61]. В европейской и североамерикан-
ской популяции эта мутация встречается приблизи-
тельно у 5–10 % пациентов с JAK-негативным ПМФ 
[61, 62] и приводит к конститутивной активации 
JAK2. Гемопоэтические стволовые клетки, экспрес-
сирующие мутантный MPL, имеют большую про-
лиферативную активность и цитокин-независимый 
рост по сравнению с клетками дикого типа [61]. Для 
того чтобы оценить вклад этой мутации в патогенез 
ПМФ, была создана модель трансплантации летально 
облученным мышам линии BALB/c костномозговых 
клеток с экспрессией MPL W515L или MPL дикого 
типа под промотором гена вируса стволовых клеток 
мышей (MSCV). Последний активен в гемопоэтиче-
ских и эмбриональных стволовых клетках. Только 
мыши с мутацией развили полностью пенетрантное 
летальное миелопролиферативное заболевание с 
гепато- и спленомегалией, лейкоцитозом, значи-
тельным тромбоцитозом, очагами экстрамедулляр-
ного кроветворения и миелофиброзом [61]. По срав-
нению с MPL дикого типа костный мозг мутантных 
мышей содержал большее количество зрелых 
мие лоидных клеток, атипичных мегакариоцитов с 
признаками дисплазии, а также можно было наблю-
дать явление эмпериполеза. Аналогичная картина 
наблюдалась в селезенке и печени.

Эта модель демонстрирует альтернативные 
пути активации JAK/STAT-сигнального пути у JAK2-
негативных пациентов. При этом очевидна схожесть с 
моделями с мутацией JAK2 V617F.

МОДЕЛИ С МУТАЦИЕЙ В ЭКЗОНЕ 9 ГЕНА 

CALR

В 2013 г. две группы исследователей методом полно-
геномного секвенирования обнаружили, что около 
30 % JAK2- и MPL-негативных пациентов с ЭТ и ПМФ 
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несут соматические мутации в гене, кодирующем 
кальретикулин (CALR) [63–65]. Кальретикулин 
является белком эндоплазматического ретикулума, 
где он участвует в поддержании гомеостаза ионов 
кальция в клетке и в фолдинге белков (процесс 
спонтанного сворачивания полипептидной цепи в 
уникальную нативную пространственную струк-
туру), выполняя функции шаперона (класс белков, 
главная функция которых состоит в восстановлении 
правильной нативной третичной или четвертичной 
структуры белков, а также в образовании и диссо-
циации белковых комплексов) [66, 67]. Кроме того, 
CALR участвует в передаче клеточных сигналов, 
регуляции экспрессии генов, клеточной адгезии, 
индуцирует макрофагальный фагоцитоз [68, 69]. 
В настоящее время описано более 40 мутаций, рас-
положенных в экзоне 9 гена CALR, все они являются 
инсерциями и/или делециями и приводят к сдвигу 
рамки считывания, образованию новой С-концевой 
последовательности белка и потере сигнальной по-
следовательности KDEL [64, 65, 70]. Наиболее часто 
встречающиеся мутации — делеция 52 п.о. (тип I) и 
инсерция 5 п.о. (тип II), причем мутации I типа чаще 
наблюдаются при ПМФ [71].

Для создания модели ПМФ с мутантным CALR 
летально облученным мышам трансплантировали 
клетки костного мозга, трансдуцированные ретро-
вирусным вектором, несущим мутацию CALR I или 
II типа [72]. В отличие от дикого типа CALR CALR 
del52 и, в меньшей степени, CALR ins5 индуцировали 
тромбоцитоз, вызванный мегакариоцитарной гипер-
плазией. Костный мозг, полученный от первичных 
реципиентов, затем трансплантировали вторичным 
реципиентам. Через 6 мес. у мышей с мутацией CALR 
I типа развивался ПМФ, связанный со спленомегалией 
и выраженным остеосклерозом. Мониторинг попу-
ляции клеток, трансдуцированных ретровирусом, вы-
явил, что мутация I типа ведет к экспансии клеток на 
более ранних стадиях гемопоэза, чем мутация II типа, 
хотя в обоих вариантах мутаций увеличивалось ко-
личество мегакариоцитов и отмечался тромбоцитоз. 
Кроме того, было показано, что предшественники 
мегакариоцитов в случае экспрессии CALR были ги-
перчувствительными к действию TPO, что, возможно, 
также способствует пролиферации мегакариоцитар-
ного ростка.

Модель на основе клеточной линии Ba/F3, экс-
прессирующей CALR и MPL, показала, что мутантные 
формы CALR в отличие от CALR с делецией экзона 9 
могут специфически активировать MPL [69, 71]. 
Было продемонстрировано, что мутантный CALR 
индуцирует конститутивную лиганд-независимую 
активацию сигнальных путей JAK2/STAT/PI3-K и 
MAPK через MPL и ведет к пролиферации и авто-
номному росту клеток Ba/F3 [70]. Следует отметить, 
что мутантный CALR способен также активировать 
STAT5 через рецептор гранулоцитарного колоние-
стимулирующего фактора, но только MPL может 
поддерживать длительный цитокин-независимый 
рост клеток в присутствии обоих типов мутантного 
CALR. Кроме того, было показано, что активация 
MPL основана на связывании мутантного CALR с его 
внеклеточным доменом, причем для активации MPL 

необходимы гликансвязывающий сайт CALR и сайты 
N-гликозилирования MPL.

Таким образом, мутации в гене CALR пред-
ставляют собой перспективные диагностические 
маркеры Ph-негативных ХМПЗ. Данные об индукции 
мутантным CALR конститутивной активации MPL и 
JAK/STAT-пути подтверждают единство патогенеза 
Ph-негативных ХМПЗ даже при разных трансформи-
рующих мутациях.

Использование моделей позволяет уточнять 
молекулярные аспекты патогенетических факторов, 
лежащих в основе ПМФ. Так, трансформирующая 
активность мутаций JAK2 V617F и MPL W515L при 
их экспрессии в гемопоэтических стволовых клетках 
доказывает определяющее значение этих мутаций 
для развития ПМФ. Недавняя публикация данных о 
MPL-зависимой активации при наличии мутаций в 
гене CALR объединяет различные пути активации 
ХМПЗ в одну систему, в которой ключевым эффек-
тором является JAK/STAT-путь передачи сигнала. 
При этом вовлечение одного и того же эффектора 
вызывает различные по клиническим проявлениям 
заболевания. Нередко происходит прогрессия ЭТ и 
ИП во вторичный миелофиброз. Однако эта транс-
формация имеет место далеко не всегда, а если и 
происходит, то с различной интенсивностью. К тому 
же зачастую ПМФ развивается без предшествующих 
других ХМПЗ.

Экспрессия трансформирующих мутаций при-
водит к пролиферации клеток миелоидного ростка, 
при этом наиболее явные изменения наблюдаются 
в мегакариоцитах и тромбоцитах. При этом во время 
развития фиброза наблюдается обеднение костного 
мозга гемопоэтическими клетками, в т. ч. и мегака-
риоцитами, но фибротические изменения продол-
жаются. Это наводит на мысль о существовании еще 
одного клеточного эффектора, который и реализует 
развитие фиброза в костном мозге. Отсутствие фи-
броза у мышей с макрофагальной дисфункцией после 
введения TPO [24] свидетельствует о том, что этим 
эффектором, по всей видимости, служат макрофаги. 
Однако есть исследования, в которых опровергается 
необходимость макрофагов для развития ПМФ [27]. 
Существуют работы, показывающие как повышение 
числа зрелых CD68+ резидентных (тканевых) макро-
фагов в костном мозге у пациентов с ПМФ [73], так 
и увеличение их активности, которое выражается в 
повышении продукции TGF-β, интерлейкина-1 и ве-
щества P [74]. Эти данные дают возможность предпо-
ложить, что именно повреждение или неповреждение 
моноцитарно-макрофагального звена гемопоэза 
определяет фенотип Ph-негативного ХМПЗ. Таким 
образом, детальное исследование патологических 
процессов невозможно без оценки вклада клеток 
моноцитарно-макрофагального ряда в развитие ПМФ. 
Поскольку макрофаги имеют миелоидное проис-
хождение, они также способны нести в себе мутации, 
что увеличивает их потенциальную роль в патогенезе 
ПМФ.

Целью настоящей работы было создать кле-
точную линию с экспрессией трансформирующей му-
тации JAK2 V617F в клетках острого моноцитарного 
лейкоза THP-1.
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МЕТОДЫ

Создание трансгенной линии макрофагов 

с гиперэкспрессией JAK2 и мутацией V617F

Основой для создания трансгенной клеточной 
линии послужила линия клеток моноцитарного ряда 
THP-1, способная дифференцироваться в макрофаги. 
Модификация осуществлялась с использованием 
лентивирусного вектора LeGO-iG2, содержащего зе-
леный флюоресцентный белок (GFP). Для клониро-
вания в вектор использовалась человеческая кДНК 
гена JAK2. Мутация V617F была получена методом 
направленного мутагенеза. Кроме того, в вектор был 
клонирован ген устойчивости к антибиотику бласти-
цидину.

Оценка трансдукции проводилась по флюорес-
центному свечению GFP. Затем трансдуцированные 
клетки были подвергнуты батч-селекции: проводили 
культивирование на 24-луночных планшетах в среде 
RPMI-1640 с содержанием 10 мкг/мл бластицидина. 
Выжившие клетки подвергались клональной экс-
пансии. Клетки рассаживались методом последова-
тельных разведений до 1 клетки на 96-луночные 
планшеты и культивировались в присутствии бласти-
цидина в концентрации 10 мкг/мл, чтобы получить 
потомство 1 клетки.

Экспрессия мутантного аллеля гена JAK2 оценива-
лась с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в реальном времени и секвенирования по Сэнгеру.

В результате было создано две трансгенных 
линии: одна содержала вектор с экспрессией гена JAK2 
с мутацией V617F, другая — JAK2 дикого типа.

Культивирование клеток

Клеточные линии были дифференцированы до 
макрофагов с помощью форболового эфира (PMA) в 
концентрации 50 нг/мл по стандартным протоколам 
[75]. В качестве контроля для трансгенных клеток 
использовалась немодифицированная линия THP-1. 
Клетки культивировались в среде RPMI-1640 с до-
бавлением 50 мкг/мл гентамицина и 2 ммоль/л глу-
тамина и 10 % фетальной бычьей сыворотки (FBS) в 
атмосфере 5% СО2 при температуре 37 °С.

Секвенирование транскрипта JAK2

Последовательность транскрипта JAK2 опре-
деляли с помощью секвенатора ABI 3130 (Life 
Technologies, США) с использованием набора реа-
гентов BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Life Technologies, США). РНК выделяли из суспензии 
клеток с использованием набора ExtractRNA («Ев-
роген», Россия), затем проводили ОТ-ПЦР с помощью 
набора реагентов MMLV RT kit («Евроген», Россия). 
Сиквенсная реакция осуществлялась реагентами ком-
пании «Евроген» на амплификаторе Dyad (Bio-Rad, 
США).

Определение уровня экспрессии JAK2

Амплификация была проведена на приборе Applied 
Biosystems 7500 (Life Technologies, США) с использо-
ванием интеркалирующего красителя SYBR Green 
(«Евроген», Россия). Уровень экспрессии JAK2 рассчи-
тывался относительно образца немодифицированных 

клеток, инкубированных в среде в присутствии 
сыворотки. Уровень экспрессии этого образца был 
принят за единицу. Расчет проводился с использова-
нием нормализующего фактора для каждого образца, 
который основывался на значении уровня экспрессии 
контрольного гена — гена «домашнего хозяйства», в 
качестве которого использовался ген гипоксантин-
гуанин фосфорибозилтрансферазы (HPRT).

Окрашивание актиновых микрофиламентов

Клетки культивировали в течение 5 дней, затем их 
фиксировали 4% параформальдегидом, пермеабили-
зировали 0,1% тритоном Х-100 и окрашивали флюо-
ресцентно меченным фаллоидином (Sigma-Aldrich, 
США) и DAPI (Sigma-Aldrich, США). Окрашивание ви-
зуализировали с помощью флюоресцентного микро-
скопа Axio Observer (Carl Zeiss, Германия).

Проточная цитофлюориметрия

Для оценки количества живых клеток в каждой 
лунке мы использовали проточный цитометр Guava 
EasyCyte и реагент Guava ViaCount Reagent (Merck 
Millipore, Германия). Макрофаги снимали с пластика с 
помощью 5 ммоль/л ЭДТА с 4 мг/мл лидокаина (инку-
бация при температуре 4 °С в течение 20–30 мин).

Затем открепившиеся клетки смешивали с Guava 
ViaCount Reagent согласно инструкции к реагенту. Под-
счет клеток проводился на цитометре Guava EasyCyte.

Статистический анализ

Различия между группами были оценены с по-
мощью непараметрического критерия Краскала—
Уоллиса с использованием пакета программ GraphPad 
Prism, версия 6 (GraphPad Software, США). Для 
значимых различий принималось значение p < 0,05. 
Результаты представлены в виде медианы с 25-м и 
75-м квартилями.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика модифицированных клеток

Секвенирование по Сэнгеру показало, что клетки, 
трансдуцированные с помощью вектора с мутацией 
JAK2 V617F, имеют необходимую замену G→T (рис. 1, 
А). Обе трансгенные линии имели повышенную экс-
прессию JAK2 по сравнению с немодифицированной 
(рис. 1, Б).

При рутинном культивировании трансгенные 
THP-1 имели морфологию моноцитов — суспензи-
онные клетки сферической формы. После обработки 
форболовым эфиром THP-1 дифференцировались в 
макрофаги и прикреплялись к культуральному пла-
стику. Клетки имели различную форму: одни были 
сферической формы, другие имели псевдоподии в 
разном количестве (рис. 2).

Оценка количества живых клеток

Значимых различий по доле жизнеспособных 
клеток не наблюдалось. Однако макрофаги с экспрес-
сией мутантного гена JAK2 и JAK2 дикого типа имели 
тенденцию к большему числу живых клеток (рис. 3).
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Рис. 1. Характеристика трансгенных клеток:
А — последовательность гена JAK2 в JAK2 V617F-экспрессирующей модифицированной клеточной линии, замена G→T; Б — повышен-
ный уровень экспрессии JAK2  в обеих модифицированных линиях
Cont — немодифицированные клетки; mut — клетки, модифицированные с использованием вектора, несущего в себе ген JAK2 с мута-
цией V617F; wt — клетки, модифицированные с использованием вектора, несущего в себе ген JAK2 дикого типа.

Fig. 1. Characteristics of transgenic cells:
A — sequence of JAK2 gene in JAK2 V617F-expressing modifi ed cell line, G→T replacement; Б — increased JAK2 expression level in both modifi ed lines
Cont — unmodifi ed cells; mut — cells modifi ed using a vector carrying the type JAK2 gene with V617F mutation; wt — cells modifi ed using a vec-
tor carrying the wild type JAK2 gene.
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Рис. 2. Анализ морфологии активированных моноцитов линии THP-1. Окрашивание актиновых микрофиламентов флюоресцент-
но меченным фаллоидином (зеленый) и ДНК флюоресцентным красителем DAPI (голубой)
Cont — немодифицированные клетки; mut — клетки, модифицированные с использованием вектора, несущего в себе ген JAK2 с мута-
цией V617F; wt — клетки, модифицированные с использованием вектора, несущего в себе ген JAK2 дикого типа.

Fig. 2. The analysis of the morphology of activated THP-1 monocytes. Staining of actin microfi lament with fl uorescent phalloidin (green) 
and DNA with DAPI fl uorescent stain (blue)
Cont — unmodified cells; mut — cells modified using a vector carrying the type JAK2 gene with V617F mutation; wt — cells modified using a 
vector carrying the wild type JAK2 gene.

Рис. 3. Доля живых клеток (%) при различных условиях куль-
тивирования
Cont — немодифицированные клетки; mut — клетки, модифици-
рованные с использованием вектора, несущего в себе ген JAK2 
с мутацией V617F; wt — клетки, модифицированные с использо-
ванием вектора, несущего в себе ген JAK2 дикого типа.

Fig. 3. The percentage (%) of live cells under diff erent cultivation 
conditions
Cont — unmodified cells; mut — cells modified using a vector carrying 
the type JAK2 gene with V617F mutation; wt — cells modified using a 
vector carrying the wild type JAK2 gene.

70

80

90

100

До
ля

 кл
ет

ок
, %

Живые клетки
cont wt mut

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Необходимость более детального исследования 
патогенетической роли макрофагов в развитии 
миелофиброза способствовала созданию клеточной 
модели макрофагов с экспрессией JAK2 V617F и с ги-
перэкспрессией JAK2 дикого типа.

В разработанной нами модели макрофагов с экс-
прессией JAK2 V617F мы наблюдали изменения фе-
нотипа в зависимости от условий культивирования, 
а также тенденцию к увеличению выживаемости 
клеток, модифицированных с использованием век-
тора, несущего в себе ген JAK2 дикого типа, в условиях 
стандартного культивирования. Полученная кле-
точная модель может служить объектом для оценки 
отличий про- и антифибротического потенциала 
макрофагов, несущих мутацию, от клеток дикого 
типа. Молекулярно-биологические характеристики 
JAK2 V617F-позитивных макрофагов помогут найти 
ответ на вопрос, есть ли различия между активацией 
Янус-киназы вследствие мутации в псевдокиназном 
домене и опосредованной активацией в результате 

А Б
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мутаций в других генах. Кроме того, с помощью 
данной модели можно исследовать новые методы 
терапии и диагностики как первичного, так и вторич-
ного миелофиброза.
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