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MuenonponudepaTtuBHbIC 3a00JIeBaHUS MPEJCTABJISIOT coboi TPYIITY
reMaToJIOTUYeCKNX 3a00JIeBaHUN, XapaKTePU3YIOIMXCS MEPBUYHBIM  PACCTPOHCTBOM
KPOBETBOPHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK, MPUBOJAIMM K POCTY OAHOTO MJIM HECKOJIBKAX THIIOB
KIeTOK KpoBH. JIJisi MaHHBIX MATOJOTMI XapaKT€pHO TUIEPKIETOYHOCTh KOCTHOTO MOS3ra,
MOBBILICHUE KOJMYECTBA MNEpUPEPUUECKUX HPUTPOLUTOB, TPOMOOLMTOB, HEUTPO(UIIOB.
3a001eBaHMs MOTYT OCIIOXKHSTHCS TPOMOOIMOOTMYECKUMHU SIBICHUSMUA M KPOBOTECUCHHUSIMHU.
Beienstor Heckonbko Hanbosee 3HaYMMBIX 3a00JIEBaHU: MOJUIUTEMHUS, TPOMOOIUTEMUS,
UAMONATHYECKU I MUenogruOpo3 U XpOHUYECKUIM MUET0IeHKO3.

HanOonee BaXHBIM  KpHUTEpHEM B  JHArHOCTUKE  MHUEIONPOIHQEpaTHBHBIX
3a0osieBanuil sBisiercst myranuss VO17F B rene Jak2,koTopwlii KOOUpyeT HEpELENTOPHYIO
TUPO3MHKUHA3Y, yIaCTBYIOLIYIO B Iepeiaye CUTHala OT PELeNTOPOB IMTOKHUHOB U (PaKTOPOB
pocTa K AApy KIETKH U 3KCIPECCUPOBAH B PAHHUX IMPEAIIECTBEHHUKaX reMornos3a. JlanHas
myranus omnpeznensiercs B 90-95 % cnydaeB uctuHHoM nonuuuremuu, 5070 % ciydaes
scceHnanbHOl TpomboruTemun u 40-50 % cioyuaeB muenoduoposa.

Myrauus V617F npuBoauT k 3aMeHe BajiuMHa Ha (EHUJIATAHUH B MOJOXKeHUH 617 u
BBI3bIBACT HAPYILIEHUE CTPYKTYPbl THPO3MHKMHA3bl, CAMOAKTUBAIIMIO KWHA3HBIX JJOMEHOB U
MOSIBJIEHUE BBICOKOM AaKTUBHOCTM TUPO3MHKMHA3bl, YTO NpPUBOJUT K aAKTHUBALMU
nposnudepauy KIeTKd U GJI0Ka/ie IPOLECCOB aonTo3a.

Myrauusi sBISe€TCS MapKepoM, MPU TOMOLUM KOTOPOTO MOMKHO TPOBOAMUTH
NEepBUUHYI0 U U (PPepeHIIUAIBHYI0 IMAarHOCTHKY JaHHBIX 3aboneBanuil. TouHOCTH
ONpeNeNieHnusl  MyTallMu  TpedyeT  CHUCTEeMAaTUYeCcKOTO  KOHTPOJIA  aHAJIUTHYECKOU
BOCIIPOM3BOMMOCTH  pe3ynbTaroB. C  3TOH 1Ledapl0 B KIMHMYECKOH JabopaTopHOM
JUArHOCTUKE  IPUHATO  UCIOAB30BaTh  KOHTPOJbHBIE ~ MaTepHallbl  MAaKCUMAaJIbHO
NpUOTMIKEHHBIE TO (PU3UKO-XMMHUUYECKHUM XapaKTEpPUCTHKAM K ONBITHBIM oOpasiam.
[MpumenutensHo k wuccnenoBannto Mmyranuun JAK2(V617F) B KIeTOYHBIX CyCIIEH3USX
MTaLlMEHTOB, B KAUECTBE TAKOTO KOHTPOJILHOTO MaTepraa JIydIle BCEro NOAXOAAT KIETOYHbIE
JUHUM OMYyXOJEBBIX KIETOK, COJAepXalme HCKOMYI MyTanuio. OJIHaKo, KOMMEpYECKUX
KOHTPOJIBHBIX KJIETOYHBIX MaTE€pUaliOB, COJEPKALMX 3aBEJOMO H3BECTHOE KOJUYECTBO
W3MEHEHHBIX T€HOB, B  HacTosdlmee Bpems HeT. C  1enpl0 MOUCKA  TaKMX
«CTaHIAPTU3UPOBAHHBIX» MO JAHHOW MyTallMU KIETOYHBIX KyJAbTYp HEOOXOAMMO M0100paTh
ycnoBust st uccnenoanus myrauuu JAK2(V617F) B KI€TOUHBIX CYCIIEH3HUSIX TAIIHCHTOB.

JI1s1 KIIeTOYHBIX KYNbTYp, XapaKTepHO MOJIy4eHue BbICOKOW koHUeHTpauus JHK npu
BeIienieHun Habopom JIHK-cop6-B mo cpaBHenuto ¢ konmnentpamnuedn [JHK u3 nelikonuTor
LEeNbHOM KpoBM, BbIAeNeHHOH Habopom peareHToB JIHK-skcmpece kpoBb. Tak ke
HaOmromaeTCsl BhICOKasi KOHIeHTpanus Boiaensiemon JIHK u3 edKonuTOB 1ETbHON KPOBH Y
HAalMEHTOB C JIeMKO3aMH U MHUEJIONpOM(EpaTUBHBIMU  3a00JIEBaHUSAMH, KOTOPbBIE
XapaKTepU3ylTCs TUIEpPKIETOYHOCThI0. HemHorme mnpousBoauTenu HaOOpoB  Juid
npoBeneHusi noiumepasHo menHow peakumu  (IIP) ¢ gerexkumeidt  mpoaykToB
amMmMUKauyu B PEXUME pealbHOrO BpeMeHM YykasbpiBatoT KomuuectBo JIHK, kotopoe
HEOOX0IMMO BHECTH B PEaKIMOHHYIO cMech. TeM He meHee, koHneHTparnus JJHK Baxna s



nposenenus [P u momydenus nocroBepHbIX pe3ynbratoB. [Ipu BHecenun B oopaser JJHK B
BBICOKOW KOHLEHTPALMH TPOUCXOAUT 3(PeKTUBHOE CBS3BIBAHHE HYKICHHOBBIX KHUCIOT C
(r1yopecIieHTHBIM KpacuTeleM, MCIOoNb3yronmmMes Uil nposisku HakoruieHus: JIHK B xoxe
[P, yTO BeneT K MOBHIIIEHUIO YPOBHS (poHOBOM (uiyopecuenunu. MHoraa duyopecueHuus
HACTOJIbKO BBICOKA, YTO COOTBETCTBYET IPENEIbHONW HHTEHCHUBHOCTH PETHUCTPUPYEMOIO
npubopoM curHana. [Ipu ucnonb3oBanum xe Manoi koHmneHtpauuu JIHK cymectBenHyro
POJIb HAaYMHAET UTpaTh (PakTop cinyyaifHoOro nmonaganus B npooupky s [P pasHoro uncna
CTapTOBBIX MoOJIeKyd. Takoii (akTop MOXKET NPUBOAWTH K BO3HMKHOBEHHWIO DPAa3HHIIBI B
KOJTMYECTBE HYKIEHMHOBBIX KACIIOT B MP0Oax B HECKOIBKO pa3s.

C uenpio noucka ontumMalibHoW KoHleHTpauuu JJHK B KIeTOUHBIX cycneH3usX AJis
oIpe/esieHrs JAaHHOM MyTalluu Mbl IpoBeiu uccinenopanue rena JAK2 B xierkax HEK 293.
Knerounas xynsrypa HEK 293 npencraBistrtor co00il KIETOYHVIO JIMHUIO, IIEPBOHAYAIHLHO
MOJIy4EHHYIO U3 YEIOBEYECKU X IMOPHOHAIBHBIX KJIETOK MOYKA U MPeoOpa3oBaHHYIO MyTeM
MHOUIUPOBAHUS aJ€HOBUPYCOM IISITOTO cepoTumna. JlaHHas JNMHUS IIMPOKO HCIOIb3YeTCs B
KIETOUHOM Ouomnoruu. B muteparype HaM He BCTPETUIIOCHh MH (pOpMAaIlU O HATUYUU MYTalllu
V617F B KineTkax JaHHOW KIETOYHOM JMHUHM. B KauecTBe OOBEKTa HCCIIEIOBAHUS
ncnonb3oBasiack renoMHast JIHK, BeiienenHas u3 KwieTok KieTounou KyiapTypsl HEK 293.

Ocy1ecTBisICcs MOACUET KIETOK B Kamepe 1'opsieBa 1 UX pa3BeaeHue JUIsl TOITydEHUs
KOHEYHOM KOHIIEHTPALMH, COOTBETCTBYIOUICH KOHLEHTpALHUU JIEHKOLUTOB LEIbHOW KPOBH.
Breinenenne JIHK u3 xnetok mpoBoamiiocs, ¢ ucnoias3oBanueM pearenta «JIHK - copo - B»
(MnTepnadeepsuc). M3mepenne koHneHtpanuu JIHK npou3Boaniaocs ¢ HCIONB30BaHHUEM
Habopa peareaToB Quant-iT™ ssDNA Assay Kit mis m3mepenus konnentpanuu JJHK ¢
ucrnoas3oBanueM quyopumerpa Qubit (Invitrogen). lanece ¢ obpasuamu Beiaeaennoi JJHK
OblJ1a IPOBE/ICHA MOJIMMEpasHasi IemHasl PEakus ¢ ASTeKIUed MPOIyKTOB aMIUIH (UKAIIUU B
pPEeXUME peabHOTO BPEMEHHU C MCIIOIb30BaHWEM KoMIuiekTa peareHToB «SNP-skcmipecc-PBy»
(HII® JIutex) na ammmudukatope iCycler iQ5 (BioRad).

[pu nposenenun [P ¢ ob6pasuamu HepasBeaenHoit JJHK, koHIIEHTpalms KOTOPBIX
cocraBmia 23 Hr/mrin, myranmu V617F, He ObUTO OOHApYKEHO, HO BBIXOJ] CHUTHAJIA
NPOUCXOUJI HA MO3JAHUX LUKIAX, MO CPABHEHUIO C TMOJIOKHUTEIbHBIM KOHTPOJIEM —
HOpMasibHOM roMo3uroroit. O6pasusl JIHK passenu B 10 pa3 TE-Oydepom mans momydeHus
KOHIIeHTpanuu 2,3 Hr/MKI. HamMu ObUTH TOTydeHBI JIOKHBIC T€TEPO3UTOTHI, BBIXOJ CHUTHAJA
MPOUCXOAUI TaK K€ Ha MO3JAHMX LHUKIaX. B pesynbrare paboThl ¢ BHICOKUMH M HU3KUMU
koHuentpauusivu JIHK wamu Obl  TOJIydeHBI COMHHTENBbHBIE pe3ynbrarsl. [locie
IIEPEroBOpoB ¢ pa3zpaboTYMKaMH, HaMU Oblila BBIACHEHA onTHUMalibHas koHIeHTpauus JJHK
s npoeaenus [ILP. Tem cambiM MBI MOBIUSITM Ha TO, 4TOOBl MH(OpManus 00 ypoBHE
BHOcumo# JIHK oduninansHo BXoauaa B MeToandeckoe mocodue ams mposenerus [1P.

Hcxomnyro KoHIIEHTpaluio 23 HI/MKI BHOBB pa3Bend B 2,3 paza. [Ipoenu usmepenne
xonueHtpaumn JIHK nHa duyopumerpe Qubit u passenmn B 2,5 pasa pearentom JIHK —
AKCIIPECC KPOBB, MPEABAPUTEIHHO MPOTPEB €r0 MpU 98° C 15 MuHYT. JlaHHas Tmporeaypa
MporpeBa COOTBETCTBYET 3aKIOUuTeNbHOMY AdTanmy Bbiaenenus JIHK w3 neitkonutoB
1enbHOM KpoBM ¢ nomoupto peareHta JJHK — skcnpecc kpoBs m xoHunentpanusa JHK B
oOpa3iax BBIJIEJICHHBIX TAKUM pPEareHTOM SBJIETCS ONTUMalbHOU /1l moctaHoBkU 1P ¢
koMmriekToM — peareHTOB«SNP-skcripecc-PB».  Koneunas xonmentpanmus JHK — mos
MPOBEJICHHS OJMMEPA30i IIENMHON peakiuu cocTaBuia 4 HI/MKI. B pesynbrate u3amepeHus
OBbLJI0 OKAa3aHO, YTO KJIETKUA HE HMEIOT HCKOMOM MYyTalliM, ¥ BBIXOJ CUTHAJIA IPOUCXO0 IUJT HE
Ha MO3IHUX [IUKJIaX.

Taxum oOpazom, mpu TecTupoBaHuu npod Ha myramuio reHa B [P ¢ nerexiueit
MIPOJIYKTOB B PEKUME PEAIbHOTO BPEMEHU HEOO0XOAMMO KOHTPOJIMPOBATh YPOBEHb BHOCUMOM
JIHK. Tak ke cymecTByeT HEOOXOOMMOCTh YKa3aHHsi B HaOOpax HYKHOW KOHIIGHTpPAllNU
JHK nnst ontumanbsHOM paboTel Habopa



