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РЕФЕРАТ
Актуальность. Изучение спектра про- и антифибротиче-
ских факторов в сыворотке у пациентов с Ph-негативными 
хроническими миелопролиферативными заболевания-
ми (ХМПЗ) позволит лучше понять механизмы развития 
миело фиброза, а также выявить новые маркеры, имею-
щие дифференциально-диагностическое значение.
Цель. Оценить уровень классических (TGF-β, bFGF, 
ММП-2, -9, -13 и VEGF) и новых провоспалительных (га-
лектин-3) факторов в сыворотке, участвующих в раз-
витии миелофиброза при различных нозологических 
Ph-негативных формах ХМПЗ, с учетом выявленных ге-
нетических нарушений.
Материалы и методы. В исследование включено 55 па-
циентов с ХМПЗ (13  — с истинной полицитемией, 17  — 
с  эссенциальной тробоцитемией, 25  — с первичным 
миелофиброзом) и 8  здоровых доноров. Для опреде-
ления мутаций JAK2V617F, CALR (делеции и инсерции), 
MPLW515L, MPLW515K использовали геномную ДНК, вы-
деленную из цельной крови. С целью определить уро-
вень про- и антифибротических факторов в сыворотке 
был проведен иммуноферментный анализ галектина-3, 
TGF-β, bFGF, VEGF, MMП-2, MMП-9 и MMП-13 c иммоби-
лизованными антителами.
Результаты. Показаны изменения уровней ММП-9, VEGF, 
TGF-β и галектина-3 в сыворотке у пациентов с различ-
ными ХМПЗ. Отмечена тенденция к снижению уровня 
ММП-9 в сыворотке пациентов с мутациями в гене CALR.
Заключение. Обнаруженные различия в группах паци-
ентов с различными нозологическими формами ХМПЗ 
могут послужить основой для усовершенствования 
диаг ностических протоколов в спорных в дифференци-
ально-диагностическом отношении клинических ситуа-
циях при ХМПЗ.

Ключевые слова: Ph-негативные хронические 
миелопролиферативные заболевания, про- и 
антифибротические факторы, JAK2V617F, CALR, 
MPLW515L, MPLW515K, ММП-2, -9, -13, галектин-3.
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ABSTRACT
Background. The study of pro- and antifi brotic factors in the 
serum of patients with Ph-negative chronic myeloprolifera-
tive disorders (CMPDs) will allow to understand better the 
mechanisms of myelofi brosis development, as well as to 
identify new diagnostic markers.
Aim. To assess the correlation between the levels of clas-
sic (TGF-β, bFGF, MMP-2, -9, -13 and VEGF) and new proin-
fl ammatory serum factors (galectin-3), involved into devel-
opment of myelofi brosis in diff erent Ph-negative forms of 
CMPDs and genetic abnormalities.
Materials & Methods. The research included 55 CMPD pa-
tients (13 with polycythemia vera, 17 with essential throm-
bocythemia, 25 with primary myelofi brosis) and 8 healthy 
controls. Whole blood genomic DNA extraction was used to 
evaluate mutations JAK2V617F, CALR (deletions and inser-
tions), MPLW515L, and MPLW515K. Antibody-immobilized 
ELISA was used to evaluate the levels of galectin-3, TGF-β, 
bFGF, VEGF, MMP-2, MMP-9 and MMP-13.
Results. The analysis showed the diff erences in serum MMP-
9, VEGF, TGF-β and galectin-3 levels in patients with diff er-
ent CMPDs. A tendency towards the decrease of serum 
MMP-9 levels in patients with CALR mutations was shown.
Conclusion. The shown diff erences between patients with 
diff erent CMPDs may serve as a basis for improving diagnos-
tic protocols in challenging diff erential diagnosis of CMPDs.

Keywords: Ph-negative chronic myeloproliferative 
disorders, pro- and antifi brotic factors, JAK2V617F, 
CALR, MPLW515L, MPLW515K, MMP-2, -9, -13, galec-
tin-3.



480 А.А. Силютина и др. КЛИНИЧЕСКАЯ ОНКОГЕМАТОЛОГИЯ

Получено: 26 апреля 2017 г.
Принято в печать: 5 июля 2017 г.

Для переписки: Павел Андреевич Бутылин, канд. биол. наук, 
ул. Аккуратова, д. 2, Санкт-Петербург, Российская Федерация, 197341; 
e-mail: butylinp@gmail.com

Для цитирования: Силютина А.А., Матюхина Н.М., Лисина Е.Г. и др. 
Спектр про- и антифибротических факторов в сыворотке у пациентов 
с хроническими миелопролиферативными заболеваниями. 
Клиническая онкогематология. 2017;10(4):479–84.

DOI: 10.21320/2500-2139-2017-10-4-479-484

Received: April 26, 2017
Accepted: July 5, 2017

For correspondence: Pavel Andreevich Butylin, PhD, 
2 Akkuratova str., Saint Petersburg, Russian Federation, 197341; 
e-mail: butylinp@gmail.com

For citation: Silyutina AA, Matyukhina NM, Lisina EG, et al. 
Pro- and Antifibrotic Factors in the Serum of Patients with Chronic 
Myeloproliferative Disorders. 
Clinical oncohematology. 2017;10(4):479–84 (In Russ).

DOI: 10.21320/2500-2139-2017-10-4-479-484

ВВЕДЕНИЕ

К Ph-негативным хроническим миелопролифера-
тивным заболеваниям (ХМПЗ) относятся истинная 
полицитемия (ИП), эссенциальная тромбоцитемия 
(ЭТ) и первичный миелофиброз (ПМФ). Ведущим в 
патогенезе данной группы заболеваний является 
активация сигнального пути JAK-STAT в результате 
приобретенных генетических нарушений. Это при-
водит к цитокин-независимому проведению сигнала 
от клеточных рецепторов и усилению пролиферации 
клеток миелопоэза. Наиболее частыми генетическими 
нарушениями при Ph-негативных ХМПЗ являются 
мутации в гене JAK2. Это точечная мутация в экзоне 14, 
приводящая к замене валина на фенилаланин в по-
ложении 617 полипептидной цепи (JAK2V617F), и 
многочисленные точечные мутации в экзоне 12 [1]. 
На втором месте по частоте открытые в 2013 г. мутации 
в гене кальретикулина (CALR) — делеции и инсерции 
[2, 3]. Третье место занимают мутации тромбопоэтино-
вого рецептора MPLW515L и MPLW515K [4]. Все эти на-
рушения, так или иначе, приводят к лиганд-независи-
мому проведению сигнала рецепторов эритропоэтина, 
тромбопоэтина и гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) [5].

В этой группе заболеваний ПМФ характеризуется 
как самый неблагоприятный по течению и про-
гнозу. При этом в исходе ИП и ЭТ также может раз-
виваться вторичный миелофиброз, что существенно 
уменьшает продолжительность жизни и ухудшает 
состояние пациентов [6, 7]. Причины формирования 
миелофиброза активно исследуются, но все еще не до 
конца понятны.

Миелофиброз — цитокин-опосредованный про-
цесс, возникающий в результате клонального злокаче-
ственного перерождения в мультипотентной гемопо-
этической стволовой клетке [8, 9], и характеризуется 
усилением продукции белков внеклеточного матрикса 
[10]. Это состояние сопровождается коллагеновым 
фиброзом костного мозга, остеосклерозом и избы-
точным ангиогенезом [11, 12]. Стромальные клетки 
костного мозга реагируют повышением фиброгенной 
активности в ответ на воздействие ростовых факторов, 
таких как трансформирующий фактор роста β (TGF-β), 
фактор роста фибробластов (bFGF) и эндотелиальный 
фактор роста сосудов (VEGF) [13–15]. Кроме того, при 
любом фиброзе неизбежны нарушения в системе 
матриксных металлопротеиназ (ММП) и тканевых 
ингибиторов металлопротеиназ [16].

На данный момент не существует специфических 
маркеров развития этого состояния. Диагностика осу-
ществляется путем установления признаков миелофи-
броза в трепанобиоптате костного мозга. Стернальная 
пункция и трепанобиопсия считаются инвазивными 
методами, которые требуют наличия специального обо-
рудования и высококвалифицированного персонала, а 
также подготовки пациента. Кроме того, коллагеновый 
фиброз костного мозга затрудняет взятие аспирата для 
подсчета миелограммы, что создает сложности при 
необходимости быстрого установления диагноза. Это 
обусловливает поиск новых маркеров, характерных 
для данного заболевания, проанализировать которые 
можно в образце периферической крови.

Кроме морфологических критериев в последнее 
время получили распространение молекулярно-био-
логические. До сих пор остается открытым вопрос, 
существуют ли различия в спектре про- и антифи-
бротических факторов у пациентов с различными 
молекулярными поломками.

Цель данной работы — оценить уровень клас-
сических (TGF-β, bFGF, ММП, VEGF) и новых перспек-
тивных (галектин-3) факторов, участвующих в раз-
витии миелофиброза, при различных нозологических 
формах ХМПЗ с учетом выявленных генетических 
нарушений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Характеристика пациентов

Образцами для исследования служили цельная 
кровь (генетические исследования) и сыворотка 
(иммуноферментный анализ) от 55 пациентов с 
ХМПЗ (13 — ИП, 17 — ЭТ, 25 — ПМФ) и 8 здоровых 
доноров. Для генетических исследований кровь 
брали в пробирки с К3ЭДТА (KIMA, Италия), а для 
иммуноферментного анализа — в пробирки с актива-
тором свертывания и разделительным гелем (KIMA, 
Италия). Венозную кровь набирали из локтевой вены 
натощак. Все обследуемые пациенты имели диагноз, 
подтвержденный в соответствии с критериями ВОЗ.

Определение мутационного статуса

ДНК для исследований выделяли с помощью 
набора DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Великобри-
тания). Наличие мутаций JAK2V617F, MPLW515K и 
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Рис. 1. Распределение пациентов с ХМПЗ в соответствии с нозо-
логическими формами и мутационным статусом

CALR — пациенты, у которых обнаружены мутации в гене каль-
ретикулина; JAK2  — пациенты, у которых обнаружена мутация 
JAK2V617F; MPL  — пациенты, у которых обнаружена мутация в 
гене тромбопоэтинового рецептора; TN (тройной негативный ста-
тус) — пациенты с установленным диагнозом ХМПЗ, которым был 
проведен анализ на мутации JAK2V617F, MPLW515K, MPLW515L и 
мутации в гене CALR и ни одна из них не обнаружена; ИП — ис-
тинная полицитемия; ПМФ — первичный миелофиброз; ХМПЗ — 
хронические миелопролиферативные заболевания; ЭТ — эссен-
циальная тромбоцитемия.

Fig. 1. CMPD patients according to nosologic forms and mutation 
status

CALR — calreticulin gene mutations; JAK2  — JAK2V617F 
mutations; MPL  — mutations in thrombopoietin receptor gene; 
TN (triple negative)  — none of the following mutations is found: 
JAK2V617F, MPLW515K, MPLW515L and/or CALR mutations; ИП  — 
polycythemia vera; ПМФ — primary myelofibrosis; ХМПЗ — chronic 
myeloproliferative disorders; ЭТ — essential thrombocythemia.

MPLW515L определяли методом аллель-специфичной 
полимеразной цепной реакции (наборы «Гено-техно-
логия», Москва), мутации в экзоне 9 гена CALR — ме-
тодом секвенирования по Сэнджеру.

Определение про- и антифибротических 

факторов в сыворотке 

Уровни галектина-3, TGF-β, bFGF, VEGF, MMП-2, 
MMП-9 и MMП-13 в сыворотке определялись методом 
твердофазного иммуноферментного анализа (DuoSet 
ELISA kit R&D Systems, США, для TGF-β, bFGF, VEGF, 
MMП-2, MMП-9; Galektin-3Quantikine ELISA Kit для 
галектина-3; Human Pro-MMP-13 Quantikine ELISA Kit 
для MMП-13).

Статистический анализ

Для статистического анализа использовался пакет 
программ SPSS for Windows 16.0, для построения 
графиков и создания базы данных — Microsoft Excel 
2010. Сравнение всех исследуемых групп выполня-
лось с использованием непараметрического критерия 
Краскала—Уоллиса. Попарное сравнение проводилось 
с помощью непараметрического критерия Манна—
Уитни. Данные представлены в виде медианы. Стати-
стически значимыми считались различия при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В исследование включено 54 пациента с ХМПЗ (24 муж-
чины, 30 женщин; средний возраст 59,37 ± 12,38 года) 
и 8 здоровых доноров (4 мужчины, 4  женщины; 
средний возраст 31,43 ± 13,24 года) (рис. 1).

Уровень матриксных металлопротеиназ 

в сыворотке при ХМПЗ

Статистически значимых различий уровня ММП-13 
в сыворотке у пациентов с ХМПЗ и здоровых доноров 
не обнаружено, хотя медиана этого параметра у 
больных ХМПЗ была ниже, чем у здоровых доноров 
(p = 0,807). Статистически значимых различий в уровне 
ММП-2 также не обнаружено (p = 0,403). При попарном 
сравнении в сыворотке у пациентов с ПМФ наблюда-
лось значимое снижение содержания ММП-9 по срав-
нению со здоровыми донорами (p = 0,0005) и группами 
с ИП (p = 0,001) и ЭТ (p = 0,009). У всех больных ХМПЗ от-
мечалось снижение содержания ММП-9 по сравнению 
со здоровыми донорами (p = 0,019) (рис. 2).

У пациентов, имеющих мутации в гене CALR, 
наблюдалась тенденция к снижению содержания 
ММП-9 по сравнению с JAK2-позитивными больными 
(p = 0,053) и с тройным негативным (triple negative — 
TN) статусом (p = 0,055). Статистически значимых раз-
личий в уровне ММП-2 (p = 0,990) и ММП-13 (p = 0,374) 
не обнаружено (рис. 3).

Уровень ростовых факторов в сыворотке 

при ХМПЗ

Уровень bFGF был значительно выше у всех паци-
ентов с ХМПЗ по сравнению со здоровыми донорами, 
однако эти различия нельзя считать статистически 
значимыми из-за большой вариабельности резуль-
татов в пределах групп (p = 0,336). У пациентов с ИП 
и ЭТ наблюдалось значимое повышение VEGF в сыво-
ротке по сравнению со здоровыми донорами (p = 0,013 
и p = 0,004 соответственно). В сыворотке пациентов с 
ПМФ был обнаружен еще более высокий уровень VEGF, 
однако из-за большой вариабельности результатов у 
этих пациентов статистически значимых различий по 
сравнению с другими группами не выявлено (p = 0,111).

При попарном сравнении при ЭТ было показано 
более высокое содержание TGF-β в сыворотке по срав-
нению с пациентами с ПМФ (p = 0,007) (рис. 4).

При сравнении JAK2/CALR-позитивных и  TN-групп 
пациентов статистически значимых изменений в 
уровне VEGF (p = 0,538), bFGF (p = 0,612) и TGF-β 
(p = 0,942) не отмечено.

Уровень галектина-3 в сыворотке при ХМПЗ

Отмечено статистически значимое снижение уров -
ня галектина-3 в сыворотке пациентов с ЭТ по срав-
нению со здоровыми донорами (p = 0,018), пациентами с 
ИП (p = 0,029) и ПМФ (p = 0,006) (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ

Снижение уровня ММП в сыворотке согласуется с 
представлением об этих ферментах как об антифибро-
тических агентах. В ранее опубликованных работах из-
менения уровня сывороточных металлопротеиназ не 
отмечались [17] либо изменения были незначимыми 
[18], что, возможно, связано с небольшим объемом 
выборки. Снижение уровня сывороточной ММП-9 у 
всех пациентов с ХМПЗ по сравнению со здоровыми 
донорами и у пациентов с ПМФ и ЭТ по сравнению с 
ИП и здоровыми донорами может свидетельствовать 
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Рис.  2. Уровень металлопротеиназ в сыворотке пациентов 
с различными нозологическими формами ХМПЗ

ИП  — истинная полицитемия; ММП  — металлопротеиназы; 
ПМФ — первичный миелофиброз; ХМПЗ — хронические миело-
пролиферативные заболевания; ЭТ — эссенциальная тромбоци-
темия.

Fig. 2. Serum levels of metalloproteinases in patients with diff erent 
CMPDs

ИП  — polycythemia vera; ММП  — metalloproteinases; ПМФ  — 
primary myelofibrosis; ХМПЗ — chronic myeloproliferative disorders; 
ЭТ — essential thrombocythemia.

Рис.  3. Уровень металлопротеиназ в сыворотке пациентов 
с различными нозологическими формами ХМПЗ

JAK2  — пациенты, у которых обнаружена мутация JAK2V617F; 
CALR — пациенты, у которых обнаружены мутации в гене каль-
ретикулина; TN (тройной негативный статус) — пациенты с уста-
новленным диагнозом ХМПЗ, которым был проведен анализ на 
мутации JAK2V617F, MPLW515K, MPLW515L и мутации в гене CALR 
и ни одна из них не обнаружена; ММП  — металлопротеиназы; 
ХМПЗ — хронические миелопролиферативные заболевания.

Fig. 3. Serum levels of metalloproteinases in patients with diff erent 
CMPDs

JAK2 — JAK2V617F mutations; CALR — calreticulin gene mutations; 
TN (triple negative)  — none of the following mutations is found: 
JAK2V617F, MPLW515K, MPLW515L and/or CALR mutations; ММП —
metalloproteinases; ХМПЗ — chronic myeloproliferative disorders.
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об уменьшении эффективности деградации коллагена 
у данной категории больных. Обращает на себя вни-
мание, что снижение ММП более выражено у пациентов 
с мутациями CALR, несмотря на то что для этих паци-
ентов характерно благоприятное течение заболевания 
[19]. При этом известно, что 95 % пациентов с ИП поло-

жительны по мутации JAK2V617F, остальные — имеют 
мутации в экзоне 12 JAK2. Среди больных ЭТ и ПМФ 
только 60 % JAK-позитивны. Поскольку именно эти 
пациенты составляют группу с мутациями в экзоне 9 
кальретикулина, возможно, с этим и связано снижение 
ММП-9 в указанной категории больных.
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Рис. 5. Уровень галектина-3 в сыворотке пациентов с различ-
ными формами ХМПЗ и мутационным статусом

JAK2  — пациенты, у которых обнаружена мутация JAK2V617F; 
CALR — пациенты, у которых обнаружены мутации в гене кальре-
тикулина; TN (тройной негативный статус) — пациенты с установ-
ленным диагнозом ХМПЗ, которым был проведен анализ на мута-
ции JAK2V617F, MPLW515K, MPLW515L и мутации в гене CALR и ни 
одна из них не обнаружена; ИП — истинная полицитемия; ПМФ — 
первичный миелофиброз; ХМПЗ — хронические миелопролифе-
ративные заболевания; ЭТ — эссенциальная тромбоцитемия.

Fig. 5. Serum levels of galectin-3 level in patients with diff erent 
CMPDs and mutation status

JAK2 — JAK2V617F mutations; CALR — calreticulin gene mutations; 
TN (triple negative)  — none of the following mutations is found: 
JAK2V617F, MPLW515K, MPLW515L and/or CALR mutations; ИП — 
polycythemia vera; ПМФ — primary myelofibrosis; ХМПЗ — chronic 
myeloproliferative disorders; ЭТ — essential thrombocythemia.
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Рис.  4. Уровень ростовых факторов в сыворотке пациентов 
с  различными нозологическими формами ХМПЗ

bFGF  — фактор роста фибробластов; TGF-β  — трансформиру-
ющий фактор роста β; VEGF  — эндотелиальный фактор роста 
сосудов; ИП — истинная полицитемия; ПМФ — первичный мие-
лофиброз; ХМПЗ — хронические миелопролиферативные забо-
левания; ЭТ — эссенциальная тромбоцитемия.

Fig. 4. Serum levels of growth factors in patients with diff erent CMPDs
bFGF  — basic fibroblast growth factor; TGF-β  — transforming 
growth factor beta; VEGF  — vascular endothelial growth 
factor; ИП  — polycythemia vera; ПМФ  — primary myelofibrosis; 
ХМПЗ  — chronic myeloproliferative disorders; ЭТ  — essential 
thrombocythemia.
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Повышение уровня VEGF в сыворотке больных 
ИП отражает склонность этой категории пациентов 
к усиленному ангиогенезу и также может указывать 
на повышенный выход ростовых факторов из дис-
пластичных мегакариоцитов при ЭТ и ПМФ. Известно, 
что в костном мозге повышенная экспрессия VEGF 

наблюдается только на стадии гиперклеточности, но 
не на стадии фиброза [20]. Это объясняет низкий уро-
вень VEGF в сыворотке больных ПМФ по сравнению с 
другими нозологическими формами ХМПЗ.

Повышение уровня TGF-β в сыворотке пациентов 
с ЭТ по сравнению с ПМФ, по-видимому, связано с 
увеличенным содержанием тромбоцитов, которые 
считаются главными продуцентами этого цитокина у 
данной категории больных [21, 22]. Это наблюдение 
подтверждает тезис о ведущей роли мегакариоцитов 
как продуцентов TGF-β, описанный ранее [23].

Пока не существует четких представлений о роли 
галектина-3 в фибротических изменениях. Однако суще-
ствуют исследования, указывающие на то, что уровень 
галектина-3 повышается у мышей с фиброзом печени 
[24]. Кроме того, при гистологическом исследовании 
костного мозга мышей с нокаутом гена галектина-3 на-
блюдается снижение клеточности. При этом отсутствие 
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либо снижение экспрессии галектина-3 подавляет 
продукцию ГМ-КСФ стромальными клетками костного 
мозга, повышает число клеток-предшественниц в со-
четании со снижением их способности дифференциро-
ваться в зрелые миелоидные клетки [25]. В предыдущих 
исследованиях показано, что галектин-3 интенсивнее 
экспрессируется в костном мозге пациентов с ИП [26]. 
Мы отметили значимое снижение уровня сывороточ-
ного галектина-3 у пациентов с ЭТ по сравнению с 
другими группами больных и здоровыми донорами. 
Возможно, данный маркер можно будет адаптировать 
для дифференциальной диагностики ХМПЗ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные нами данные подтверждают, что уровень 
про- и антифибротических факторов в сыворотке 
па циентов с ХМПЗ существенно меняется, а также 
различается у больных с разными нозологическими 
формами. Так, показано снижение ММП-9 у пациентов 
с ЭТ и ПМФ относительно других групп больных и здо-
ровых доноров, а галектина-3 — у пациентов с ЭТ. У всех 
пациентов с ХМПЗ повышен уровень VEGF в сыворотке 
по сравнению со здоровыми донорами. При этом у 
пациентов с разным мутационным статусом исследо-
ванные вещества остаются примерно на одном уровне. 
Эти знания могут существенно помочь в разработке 
диагностических протоколов и дифференциальном 
диагнозе различных Ph-негативных форм ХМПЗ.
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