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Резюме. Цель исследования — определить частоту 
мутаций генов DNMT3A, FLT3, KIT, KRAS, NRAS, 
NPM1, TP53 и WT1 при острых миелоидных лейкозах 
с нормальным кариотипом бластных клеток.

Материалы и методы исследования. Исследова-
ли пробы костного мозга и периферической крови 45 
больных ОМЛ в возрасте от 17 лет до 81 года, про-
ходивших лечение в Свердловском областном онко-
гематологическом центре в период с 2008 по 2015 г. 
В исследуемой группе с морфологическим вариантом 
ОМЛ М0 по FAB-классификации наблюдался 1 паци-
ент, М1 – 3, М2 – 17, М4 – 21, М5 – 1, М6 – 1, М7 – 
1. Пациенты с острым промиелоцитарным лейкозом и 
острым миеломонобластным лейкозом с патологиче-
ской костномозговой эозинофилией в исследование 
не включались. Детекцию мутаций генов DNMT3A, 
FLT3, KIT, KRAS, NRAS, NPM1, TP53 и WT1 прово-
дили методом прямого автоматического секвенирова-
ния. В 10 случаях дополнительно выполнялась трепа-
нобиопсия подвздошной кости с последующим гисто-
логическим и иммуногистохимическим исследовани-
ем образца костного мозга, в т.ч. проводился анализ 
экспрессии белка Npm1.

Результаты исследования. Частота детекции функ-
ционально значимых мутаций в исследованных экзо-
нах генов DNMT3A, FLT3, KIT, KRAS, NRAS, NPM1, 
TP53 и WT1 при ОМЛ с диплоидным кариотипом со-

Abstract. Aim: to estimate the frequency of mutations 
in DNMT3A, FLT3, KIT, KRAS, NRAS, NPM1, TP53 
and WT1 genes in acute myeloid leukemia (AML) 
patients (pts) with normal karyotype. 

Materials and methods. Bone marrow and peripheral 
blood samples were obtained from 45 AML pts aged 
17 to 81, treated in Sverdlovsk Regional Hematological 
Centre during the period 2008 – 2015. Distribution of 
the pts according to FAB-classification was as follows: 
AML M0 - 1, M1 - 3, M2 - 17, M4 - 21, M5 - 1, M6 - 
1, M7 - 1. Detection of mutations in in DNMT3A, FLT3, 
KIT, KRAS, NRAS, NPM1, TP53 and WT1 genes was 
performed by direct sequencing. Sequencing was realized 
using an automatic genetic analyzer ABI Prism 310. 
Additional analysis of normal (in nuclear) and abnormal 
(in cytoplasm) Npm1 protein localization in leukemic 
cells was performed in 10 bone marrow samples using 
immunohistochemical technique. 

Results. The average frequency of functionally 
significant mutations in all investigated genes among 
the treated AML pts was 42.2%, and correlate with 
cumulative frequency of point mutation in AML with 
abnormal karyotype. Average frequency of mutations in 
NPM1 gene exons 9–12 was 50.0%, FLT3 gene exons 
12–15 and 19–21 — 22.0%, KRAS gene exons 1–4 — 
22.2%, KIT gene exons 7–12 and 16-19 — 16.7%, NRAS 
gene exons 1–4 — 13.0%, DNMT3A exons 18–26 – 
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ставляла 42,2%, что было сопоставимо с общей часто-
той точечных мутаций, определяемых методом сек-
венирования при ОМЛ с аберрантными кариотипа-
ми. Мутации в экзоне 12 гена NPM1 определялись в 
50,0% исследованных образцов (n=15), в экзонах 12–
15 и 19–21 гена FLT3 — в 22,0% (n=9), в экзонах 1–4 
гена KRAS — в 22,2% (n=2), в экзонах 7–12 и 16–19 
гена KIT — в 16,7% (n=5), в экзонах 1–4 гена NRAS 
— в 13,0% (n=3), в экзонах 18–26 гена DNMT3A — в 
8,3% (n=1), в экзонах 6-9 гена WT1 — в 4,5% (n=1), в 
экзонах 4-11 гена ТР53 — в 3,1% (n=1). В 24,4% ис-
следованных проб (n=11) определялись множествен-
ные мутации (две и более), при этом наиболее часто 
кооперировались мутации генов NPM1 и FLT3 (9 на-
блюдений). Выявление дополнительных мутаций при-
водило во всех случаях к изменению прогноза отве-
та опухоли на проведение стандартной полихимиоте-
рапии и общей вероятностной выживаемости боль-
ных ОМЛ с нормальным кариотипом. Максималь-
ное количество молекулярных изменений (4) опреде-
лялось при ОМЛ М4 в исходе ХММЛ: инсерция ти-
па А в экзоне 12 гена NPM1, несинонимичные нукле-
отидные замены c.88G>C и c.311A>C в гене KRAS, 
трансверсия c.2141C>G в гене DNMT3A. В двух слу-
чаях (при ОМЛ М1 и М6) одновременно определя-
лось по три мутации (инсерция типа А в экзоне 12 ге-
на NPM1, внутренние тандемные дупликации в ге-
не FLT3 и трансверсия c.1621А>С в гене KIT). В че-
тырех пробах (26,7%) были выявлены инсерции экзо-
на 12 гена NPM1, не описанные в доступных нам ис-
точниках литературы (обозначенные нами как инсер-
ции типа Ural-1 и Ural-2, соответственно). Установле-
но, что инсерция типа Ural-1, определявшаяся в трех 
наблюдениях и обусловливающая синтез мутантно-
го белка Npm1, в котором формирование типично-
го NES-мотив сочеталось с частичной утратой NoLS-
мотива, проявлялась, по данным иммуногистохими-
ческого исследования, цитоплазматической локализа-
цией белка Npm1.

Ключевые слова: точечная мутация, острый 
миелоидный лейкоз, нормальный кариотип, ген 
DNMT3A, ген FLT3, ген KIT, ген KRAS, ген NRAS, 
ген NPM1, ген TP53, ген WT1, прямое автоматическое 
секвенирование

8.3%, WT1 gene exons 6–9 — 4.5%, TP53 gene exons 
4–11 — 3.1%. Multiple point mutations in investigated 
genes were detected in 24.4% cases AML pts with normal 
karyotype (usually NPM1 gene exon 12 insertion and 
FLT3 gene internal tandem duplication, ITD). These 
patients characterized by more dismal prognosis and 
poor response to standard chemotherapeutic regimens. 
In 1 case, AML M4, 4 point mutations were co-
existed in investigated sample: NPM1 gene exon 12 
tetranucleotide insertion, KRAS gene non-synonymous 
substitution c.88G>C and c.311A>C, DNMT3A gene 
transversion c.2141C>G. In 2 cases (AML M1 and AML 
M6) 3 mutations were co-existed in samles: NPM1 
gene exon 12 tetranucleotide insertion, FLT3 ITD, KIT 
gene transversion c.1621A>C. In 4 samples (26.7%) 2 
novel variants of NPM1 gene exon 12 tetranucleotide 
insertion (named types Ural-1and Ural-2) were detected. 
Interestingly, in Ural-1 type of NPM1 gene exon 12 
tetranucleotide insertion, in 3 cases, typical NES-motif 
associated with partially damage of NoLS-motif and 
characterized by abnormal cytoplasm localization of 
Npm1 protein using validated immunohistochemichal 
technique.

Keywords: acute myeloid leukemia, normal karyotype, 
DNMT3A gene, FLT3 gene, KIT gene, KRAS gene, 
NRAS gene, TP53 gene, WT1 gene, sequencing, 
immunohisochemistry

Острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) представля-
ют собой гетерогенную группу опухолевых заболе-
ваний системы крови, характеризующихся клональ-
ной пролиферацией в костном мозге и некоторых дру-
гих тканях и органах, подвергшихся злокачественной 
трансформации кроветворных клеток, несущих по-
верхностные, цитоплазматические и ядерные миело-
идные маркеры, что обусловливает развитие клинико-
лабораторной симптоматики костномозговой недоста-
точности. Установлено, что злокачественная транс-

формация гемопоэтических клеток обусловлена воз-
никновением мутаций в ряде генов, продукты кото-
рых приводят к нарушению молекулярных механиз-
мов внутриклеточной сигнализации, регуляции кле-
точного цикла и программированной гибели, что об-
условливает нарушение процессов пролиферации, 
дифференцировки клеток и экспансию опухолевого 
клона [1–4]. 

В 2001 году Всемирной организацией здравоох-
ранения (ВОЗ) наличие отдельных специфических 
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генетических аномалий (например, транслокаций 
t(8;21)(q22;q22), t(15;17)(q22;q11), инверсии inv(16)
(p13;q22)) было впервые включено в классификацию 
ОМЛ в качестве диагностического признака. В клас-
сификации ВОЗ пересмотра 2008 года перечень диа-
гностически значимых генетических аномалий был 
расширен, в т.ч. за счет выделения новых подгрупп 
ОМЛ с мутациями генов NPM1 и CEBPA при ОМЛ с 
нормальным кариотипом [3,4]. Кроме того, в ряде ис-
следований было показано, что мутации генов, коди-
рующих белки тирозинкиназных рецепторов Flt3 и 
Kit, а также белки внутриклеточных сигнальных пу-
тей семейства Ras, тоже имеют патогенетическое и 
прогностическое значение при ОМЛ, однако в си-
лу их широкого распространения в различных мор-
фологических и цитогенетических подгруппах, не 
могут использоваться в качестве дифференциально-
диагностического критерия [3–7]. 

Установлено, что мутациями, наиболее часто встре-
чающимися при ОМЛ с нормальным кариотипом, яв-
ляются инсерции экзона 12 гена NPM1, ассоцииро-
ванные с благоприятным прогнозом и чувствитель-
ные к таргетному противоопухолевому лечению пол-
ностью транс-ретиноевой кислотой и триоксидом мы-
шьяка [7–9]. Кроме того, в 2000-х годах с использова-
нием технологии массивного параллельного секвени-
рования генома лейкозных клеток были впервые опи-
саны мутации гена DNMT3A, частота которых при 
ОМЛ с нормальным кариотипом оказалась сопоста-
вимой с частотой инсерций в гене NPM1. Однако, в 
отличие от последних, мутации в гене DNMT3A бо-
лее гетерогенны и ассоциированы с неблагоприят-
ным прогнозом ОМЛ [10]. При этом достаточно высо-
кая частота мутации гена DNMT3A определяется при 
ОМЛ с мутациями гена NPM1 (по данным некоторых 
авторов — до 50% случаев), что усложняет прогно-
стическую стратификацию пациентов [11]. 

В связи с этим, исследование частоты и клиниче-
ской значимости мутаций ключевых генов, выявля-
емых с использованием современных молекулярно-
генетических методов при ОМЛ с нормальным кари-
отипом, является перспективным, так как, во-первых, 
позволяет дифференцированно определить прогноз 
общей вероятностной выживаемости внутри этой ге-
терогенной группы пациентов, во-вторых, уточнить 
персонализированные медицинские показания для 
применения таргетных противоопухолевых препара-
тов, воздействующих на выявленное молекулярное по-
вреждение того или иного звена онкогенеза [12, 13]. 

Цель исследования — определить частоту мута-
ций генов DNMT3A, FLT3, KIT, KRAS, NRAS, NPM1, 
TP53 и WT1 при острых миелоидных лейкозах с нор-
мальным кариотипом бластных клеток методом пря-
мого автоматического секвенирования.

Материалы и методы исследований
Исследовали пробы костного мозга и перифериче-

ской крови 45 пациентов с ОМЛ в возрасте от 17 лет 
до 81 года, проходивших лечение в Свердловском об-
ластном онкогематологическом центре в период с 
2008 по 2015 г. Средний возраст пациентов составил 
51,9±4,5 лет.

Диагностику ОМЛ осуществляли, в соответствии с 
рекомендациями ВОЗ, на основании клинической кар-
тины, цитологического анализа крови и костного моз-
га, цитохимического и иммунофенотипического ис-
следования бластных клеток [3]. По медицинским по-
казаниям выполняли трепанобиопсию подвздошной 
кости с последующим гистологическим и иммуно-
гистохимическим исследованием, в т.ч. в 10 случаях 
осуществлена оценка экспрессии белка Npm1 в лей-
кемических клетках в соответствии с ранее описан-
ной методикой [14]. Морфологический вариант ОМЛ 
определяли в соответствии с франко-американо-
британской (FAB) классификацией [15]. В соответ-
ствии с ней, в исследуемой группе с морфологиче-
ским вариантом ОМЛ М0 наблюдался 1 пациент, М1 
— 3, М2 — 17, М4 — 21, М5 — 1, М6 — 1, М7 — 
1. Пациенты с острым промиелоцитарным лейкозом 
и острым миеломонобластным лейкозом с патологи-
ческой костномозговой эозинофилией в исследование 
не включались.

В исследуемой группе всем пациентам выполнено 
цитогенетическое и/или молекулярно-генетическое 
исследование (полимеразная цепная реакция — ПЦР 
на транслокацию t(8;21)(q22;q22), инверсию inv(16) 
(p13;q22), транслокацию t(9;22)(p34;q11), аномалии 
сегмента 11q23), на основании результатов которых 
установлен нормальный кариотип лейкозных клеток, 
т.е. отсутствие хромосомных аномалий [1, 2, 16].

Детекцию мутаций в исследуемых генах проводи-
ли с использованием технологии прямого автоматиче-
ского секвенирования. Всего в изучаемой выборке на 
наличие мутаций в кодирующих последовательностях 
экзонов 12–15 и 19–21 гена FLT3 протестированы 41 
образец, экзонов 4–11 гена ТР53 — 32 пробы, экзонов 
9–12 гена NPM1 — 30, экзонов 7–12 и 16–19 гена KIT 
— 30, экзонов 1-4 гена NRAS — 23, экзонов 6–9 ге-
на WT1 — 22, экзонов 18–26 гена DNMT3A — 12, эк-
зонов 1–4 гена KRAS — 9. Праймеры, использован-
ные для детекции мутаций в указанных генах, описа-
ны нами ранее [17–20].

Выделение тотальной РНК из лейкозных клеток 
проводили методом сорбции на силикагелевом но-
сителе либо методом лизиса клеток с последующим 
связыванием РНК из раствора с мембраной в мини-
центрифужной колонке с помощью комплекта ре-
агентов «QIAamp RNA Blood Mini Kit» (QIAGEN, 
Германия). Реакцию обратной транскрипции с це-
лью получения кДНК проводили с использовани-
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ем ревертазы M-MLV и гексануклеотидных прайме-
ров со случайной последовательностью нуклеотидов 
(«РЕВЕРТА-L», ФГБУН «ЦНИИ Эпидемиологии» 
Роспотребнадзора, Москва). Участки кДНК, соответ-
ствующие исследуемым экзонам указанных генов, ам-
плифицировали методом ПЦР. Анализ продуктов ам-
плификации проводили методом электрофореза с по-
следующей детекцией в ультрафиолетовом трансил-
люминаторе [1, 16, 21]. 

Секвенирование амплифицированных фрагментов 
проводили на автоматическом генетическом анализа-
торе ABI Prism 310 (Applied Biosystems, США) по пря-
мой и обратной последовательностям согласно реко-
мендациям производителя. Сопоставление сегментов, 
выравнивание и сравнение последовательностей ну-
клеотидов и аминокислот проводили с использованием 
компьютерной программы MEGA, версия 5.0 [22]. 

Программное лечение больных ОМЛ проводили по 
клиническим протоколам, разработанным Россий-
ской группой по изучению острых лейкозов [23, 24], 
в которых использовалась интенсивная индукция-
консолидация ремиссии цитарабином в сочетании с 
анатрациклинами с последующей поддерживающей 
полихимиотерапией (протоколы ОМЛ 06.06, ОМЛ 
01.10, протокол лечения больных ОМЛ в возрасте 
старше 60 лет). 

Статистическую обработку результатов исследо-
вания проводили с использованием программы для 
ЭВМ «Генанализ» [25]. Проверку статистических ги-
потез проводили с использованием точного критерия 
Фишера. Доверительные интервалы (ДИ) для средних 
частот мутаций генов определяли на основе биноми-
ального распределения. Оценку взаимозависимости 
молекулярных повреждений различных генов, выяв-
ляемых в одной пробе, проводили посредством срав-
нения ожидаемой вероятности, рассчитанной по фор-
муле для независимых событий, с наблюдаемой в ис-
следуемой выборке частотой. Если при сопоставле-
нии расчетной и наблюдаемой частот выявлялось со-
впадение, то мутации считались независимыми. Ес-
ли наблюдаемая частота отличалась от расчетной при 
уровне значимости р=0,05, то события признавали 
взаимозависимыми [21, 25].

Результаты исследования
Мутации в экзонах 12-15 и 19-21 гена FLT3 выявле-

ны в 9 пробах (22,0%, при 95% ДИ от 12,0 до 36,7%), 
в том числе при морфологических вариантах М1 и 
М6 по FAB-классификации — по одному наблюде-
нию, М2 — 3, М4 — 4 (таблица 1). Средний возраст 
больных с мутациями гена FLT3 составил 56,3±11,8 
лет. В двух наблюдениях (при ОМЛ М2 и М4) мута-
ции были представлены несинонимичными трансвер-
сиями в кодирующих последовательностях актива-
ционной петли и С-концевого каталитического доме-

на (c.2522А>T и c.2479A>T, соответственно), во всех 
остальных образцах определялись внутренние тан-
демные дупликациии (ITD) кодирующей последова-
тельности юкстамембранного и киназного доменов. 
При этом точка дупликации и длина дуплицирующе-
гося фрагмента варьировала в каждой из проб (та-
блица 1). Соответственно, степень вовлечения тира-
зинкиназного домена-1 белка Flt3 в структурные пе-
рестройки также отличалась, что, по данным литера-
туры, влияет на чувствительность опухолевых клеток 
при проведении таргетного лечения ингибиторами ти-
разинкиназ (ТКИ) I и II типа [26-30]. В пяти пробах 
наряду с мутациями в гене FLT3 определялись так-
же функционально значимые мутации в гене NPM1, в 
двух образцах — в гене KIT (таблица 2). 

При проведении стандартной полихимиотерапии 
[23,24] наличие мутаций в гене FLT3 ассоциирова-
лось с неблагоприятным прогнозом ОМЛ. Медиана 
общей выживаемости таких пациентов не превышала 
6 месяцев. В трех случаях была зафиксирована ран-
няя летальность, в четырех — первичная резистент-
ность, в двух — ранние рецидивы лейкоза на этапе 
консолидации ремиссии в срок до 3 месяцев от начала 
программного лечения.

Инсерции в экзоне 12 гена NPM1, ассоциирован-
ные, по данным международных многоцентровых ис-
следований, с благоприятным прогнозом общей веро-
ятностной выживаемости больных ОМЛ [3, 4, 8, 9], 
определялись в 15 образцах (50,0%, при 95% ДИ от 
33,2 до 66,8%) и являлись самым частым типом ге-
нетических аномалий в исследуемой выборке. Сред-
ний возраст больных с мутациями в гене NPM1 со-
ставил 54,8±7,6 лет. Среди молекулярных поврежде-
ний экзона 12 наиболее часто обнаруживались инсер-
ции типа А (7 случаев, 46,7%), реже встречались ин-
серции типа D (три образца, 20,0%), в одном наблю-
дении определялась инсерция типа B (6,7%), кроме 
того, в четырех пробах (26,7%) были выявлены мута-
ции, не описанные в доступных нам источниках ли-
тературы (обозначены, соответственно, как инсерции 
типа Ural-1 и Ural-2, таблица 3). 

В 10 образцах (66,7%), наряду с мутациями в гене 
NPM1, выявлялись молекулярные повреждения дру-
гих исследованных генов, в том числе в 6 пробах —
ITD и несинонимичные трансверсии в гене FLT3. Ста-
тистические расчеты показали, что мутации генов 
NPM1 и FLT3 являлись взаимосвязанными события-
ми, кооперирующимися при онкогенезе ОМЛ (табли-
ца 2) [25]. Более того, их наличие могло обусловли-
вать ухудшение прогноза общей вероятностной вы-
живаемости NPM1-позитивных пациентов, медиа-
на которой в исследуемой группе больных состав-
ляла 4 месяца. Стойкая продолжительная клинико-
гематологическая ремиссия (более 12 месяцев) была 
достигнута в трех наблюдениях (20,0%).
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Таблица 1
Характеристика мутаций гена FLT3, выявленных при ОМЛ с нормальным кариотипом
Table 1
Features of FLT3 gene mutations in AML patients with normal karyotype

Морфологиче-
ский вариант 

ОМЛ / 
FAB subtype

Вариант мутации / 
Mutation type

Локализация мутации в белке flt3/ 
Localization in flt3 protein

Чувствительность к ТКИ / Tyrosine 
kinase inhibitors (TKI) sensitivity

М4 ITD 93 п.о.*/1731 31 а.о.**/578 // 
ITD 93 bp*/1731 31 аr**/578

Юкстамембранный домен, мотив JM-B / 
Juxtamembrane domain, JM-B motif

ТКИ I типа/ 
TKI type I

М4 c.2479A>T I827F C-концевой каталитический домен / 
C-terminus catalytic domain 

ТКИ II типа/ 
TKI type II

М4/ M4 ITD 51 п.о./1743 17 а.о./581 // 
ITD 51 bp/1743 17 ar/581

Юкстамембранный домен, мотив JM-S / 
Juxtamembrane domain, JM-S motif

ТКИ I типа/ 
TKI type I

М4 ITD 48 п.о./1758 16 а.о./587 // 
ITD 48 bp/1758 16 ar/587

Юкстамембранный домен, мотив JM-S / 
Juxtamembrane domain, JM-S motif

ТКИ I типа/ 
TKI type I

М2 ITD 66 п.о./1764 22 а.о./588 // 
ITD 66 bp/1764 22 ar/588

Юкстамембранный домен, мотив JM-S / 
Juxtamembrane domain, JM-S motif

ТКИ I типа/ 
TKI type I

М2 ITD 48 п.о./1776 15 а.о./593 // 
ITD 48 bp/1776 15 ar/593

Юкстамембранный домен, мотив JM-Z / 
Juxtamembrane domain, JM-Z motif

ТКИ I типа/ 
TKI type I

М1 ITD 18 п.о./1794 6 а.о./598 // 
ITD 18 bp/1794 6 ar/598

Юкстамембранный домен, мотив JM-Z / 
Juxtamembrane domain, JM-Z motif

ТКИ I типа/ 
TKI type I

М2 c.2522А>T N841I Активационная петля / Activation loop ТКИ I типа/ 
TKI type I

М6 ITD 30 п.о./1777 10 а.о./593 // 
ITD 30 bp/1777 10 ar/593

Юкстамембранный домен, мотив JM-Z / 
Juxtamembrane domain, JM-Z motif

ТКИ I типа/ 
TKI type I

* п.о. — число пар оснований вставки, цифра через дробь указывает ее положение в кодирующей последо-
вательности транскрипта гена, ** а.о. — аминокислотные остатки, цифра через дробь указывает положение 
вставки в полипептидной цепи.
* bp — number of base pair in insertion, localization in coding sequence, ** — amino acid residues, localization in 
polypeptide chain.

Таблица 2
Результаты прямого автоматического секвенирования проб при ОМЛ с нормальным кариотипом с мутациями 
в нескольких исследованных генах
Table 2
Direct sequencing results in normal karyotype AML patients

Под-тип FAB / 
FAB subtype

Кол-во мута-ций / 
Number of genetic lesions

Характеристика выявленных мутаций в генах / Characteristics of genetic lesions
NPM1 FLT3 KIT NRAS KRAS DNMT3A WT1

М4 4 Инсерция типа А 
/ Inserton type A WT* WT WT c.88G>C c.311A>C c.2141C>G WT

М6 3 Инсерция типа А 
/ Inserton type A ITD с. 1621А>С WT WT WT WT

М1 3 Инсерция типа А 
/ Inserton type A ITD с. 1621А>С WT – WT WT

М4 2 Инсерция типа А 
/ Inserton type A WT с. 1621А>С WT WT WT WT

М2 2 Инсерция типа А 
/ Inserton type A c.2522А>T WT WT – WT WT

М4 2 Инсерция типа А 
/ Inserton type A WT Делеция (1529;1774) / 

Deletion (1529;1774) WT – WT WT

М2 2
Инсерция типа 
Ural-2 / Inserton 

type Ural-2
ITD WT WT – – WT

М5 2 Инсерция типа D 
/ Inserton type D WT WT WT – – Делеция (1289; 1372) 

/ Deletion (1289; 1372)

М4 2
Инсерция типа 
Ural-1 / Inserton 

type Ural-1
ITD WT – – – –

М4 2
Инсерция типа 
Ural-1/ Inserton 

type Ural-1
ITD WT – – – –

М2 2 – – с. 1621А>С Делеция (293;453) / 
Deletion (293;453) – – –

* WT — «дикий тип» (мутаций не обнаружено), « – » — исследование не проводилось.
* WT — wild type, «–» — not applicable.
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Таблица 3
Варианты тетрануклеотидных инсерций в экзоне 12 гена NPM1, выявленные в материале от больных ОМЛ с 
нормальным кариотипом
Table 3
NPM1 gene exon 12 tetra-nucleotide insertion variants in normal karyotype AML patients

Мутация Кол-во проб Нуклеотидная последовательность ДНК экзона 12 гена NPM1
Аминокислотная по-

следовательность 
белка*

Дикий тип 15 gatctctg - - - - gcagtggaggaagtctctttaagaaaatag DLWQWRKSL
A 7 gatctctg TCTG gcagtggaggaagtctctttaagaaaatag DLCLAVEEVSLRK
B 1 gatctctg CATG gcagtggaggaagtctctttaagaaaatag DLCMAVEEVSLRK
D 3 gatctctg CCTG gcagtggaggaagtctctttaagaaaatag DLCLAVEEVSLRK

Ural-1 3 gatctctg GCTG gcagtggaggaagtctctttaagaaaatag DLWLAVEEVSLRK
 Ural-2 1 gatctctg CTTA gcagtggaggaagtctctttaagaaaatag DLCLAVEEVSLRK

* Курсивом выделены остатки триптофана (W), образующие сигнал ядрышковой локализации; подчеркнуты 
аминокислотные остатки, образующие сигнал ядерного экспорта белка Npm1.
* Tryptophan residues (W) of nucleolar localization signal marks in italics, amino acid residues of nuclear export signal 
marks by underlying. 

Среди двух ранее не описанных в литературе мута-
ций гена NPM1 особого внимания заслуживала ин-
серция экзона 12 типа Ural-1, определявшаяся в трех 
наблюдениях. Она приводила к тому, что в результа-
те трансляции аберрантной кодирующей последова-
тельности гена NPM1 синтезировалась полипептид-
ная цепь вида L-xxx-V-xx-V-x-L (лейцин-***-валин-
**-валин-*-лейцин), то есть так называемый типич-
ный NES-мотив (NES — nuclear export signal — сиг-
нал ядерного экспорта), обусловливающий дислока-
цию мутантной молекулы белка Npm1 из ядра в цито-
плазму [31]. Отличительной особенностью инсерции 
типа Ural-1 являлось сохранение в позиции 288 остат-
ка триптофана, следовательно NoLS-мотив (NoLS —
nucleolar localization signal — сигнал ядрышковой ло-
кализации), в норме образуемый остатками трипто-
фана в позициях 288 и 290 [31], оказывался утрачен-
ным только частично. Сохранение триптофана в пози-
ции 288 является редким событием и требует, соглас-
но данным зарубежных исследователей, наличия не-
типичного NES-мотива, в котором позиция 291 бы-
ла бы представлена не валином, а лейцином, фени-
лаланином, цистеином или метионином (L-xxx-L-xx-
V-x-L, или L-xxx-F-xx-V-x-L, или L-xxx-C-xx-V-x-L, 
или L-xxx-M-xx-V-x-L). Предполагалось, что бла-
годаря такому нетипичному сочетанию аминокис-
лот NES-мотив является функционально более актив-
ным, по сравнению с типичным NES-мотивом, со-
ставляя «противовес» остаточному NoLS-мотиву [32]. 
Однако при инсерции типа Ural-1 частично утрачен-
ный NoLS-мотив сочетался с типичным NES-мотивом 
(L-xxx-V-xx-V-x-L), при этом, по данным иммуно-
гистохимического исследования трепанобиоптата 
костного мозга, в лейкемических клетках определя-
лась цитоплазматическая локализация белка Npm1 
(рис.  1). Следовательно, предположение о функцио-

нальном преимуществе нетипичного NES-мотива над 
типичным не подтвердилось.

Функционально значимые структурные изменения в 
кодирующей последовательности экзонов 7–12 и 16–
19 гена KIT определялись в 5 пробах (16,7%, при 95% 
ДИ от 6,3 до 29,4%), в том числе при морфологиче-
ских вариантах М1, М2 и М6 по FAB-классификации 
— по одному случаю, М4 — два наблюдения. Сред-
ний возраст больных с мутациями в гене KIT состав-
лял 53,4 ± 16,5 лет. Наиболее часто при молекулярно-
генетическом анализе выявлялась трансверсия 
с.1621A>C, приводящая к замене аминокислотного 
остатка метионина на лейцин в позиции 541 кодиру-
емого белка, которая определялась в четырех пробах 
(по одному случаю — при М1, М2, М4 и М6). По дан-
ным литературных источников, указанная нуклеотид-
ная замена является, предположительно, полиморф-
ным вариантом гена KIT, не имеющим патогенетиче-
ского значения при ОМЛ [33]. Во всех указанных об-
разцах трансверсия с.1621A>C в гене KIT определя-
лись в сочетании с другими функционально и прогно-
стически значимыми мутациями в исследованных ге-
нах (инсерции в гене NРM1 — 4, FLT3 ITD — 2, де-
леция в гене NRAS — 1, таблица 2). При этом часто-
та ко-мутации с.1621A>C в гене KIT при выявлении 
указанных генетических аномалий значимо не изме-
нялась, что свидетельствует о случайном характере 
сочетания этих молекулярных событий в исследован-
ных образцах [25]. В одном наблюдении при ОМЛ М4 
с инсерцией типа А в гене NPM1 в кодирующей по-
следовательности экзонов 10 и 11 гена KIT опреде-
лялась делеция протяженностью с 1529 по 1774 по-
зиции нуклеотидов (таблица 2), приводящая к утра-
те 82 аминокислотных остатков в кодируемом белке, 
описанная нами ранее при ОМЛ М2 с t(8;21)(q22;q22) 
[34]. По литературным данным, делеции без сдвига 
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лихимиотерапии, клинико-гематологическая ремис-
сия достигнута не была. Смерть пациента зафиксиро-
вана через 2,5 месяца после начала программного ле-
чения от осложнений в период постцитостатической 
панцитопении после второго курса индукции ремис-
сии. Лейкемическая инфильтация костного мозга по 
результатам аутопсийного исследования сохранялась. 

Рис. 1. Результаты иммуногистохимического исследо-
вания трепанобиоптата костного мозга при ОМЛ М4 с 
мутацией Ural-1 в гене NPM1.
Fig. 1. Immunohistochemical research of AML M4 patient 
bone marrow with NPM1 gene exon 12 insertion type 
Ural-1 (nuclear and cytoplasmic localization of Npm1 
protein). 

Рис. 2. Укороченная аминокислотная последователь-
ность белка Nras, формирующаяся в результате деле-
ции при ОМЛ М2 (измененная часть полипептидной 
цепи выделена красным).
Fig. 2. Truncated amino acid chain of Nras protein in 
AML M2 patient with normal karyotype and NRAS gene 
deletion (293;453) marked in red.

Мутация в кодирующей последовательности ге-
на WT1 определялась в одном исследуемом образце 
(4,5%, при 95% ДИ от 0,8 до 21,8%) при резистент-
ном ОМЛ М5b и была представлена делецией 84 ну-
клеотидов в позициях с 1289 по 1372, соответствую-
щих экзону 8, что приводило к утрате в кодируемом 

рамки считывания в экзоне 11 гена KIT являются зна-
чимыми для злокачественной трансформации клеток-
предшественниц опухоли, так как затрагивают уча-
сток полипептидной цепи, обеспечивающий ингиби-
рование аутофосфорилирования рецептора (остат-
ки тирозина в положении 568 и 570). Следовательно, 
в указанном случае при ОМЛ могло иметь место ау-
тофософорилирование рецептора Kit в отсутствии ли-
ганда, что может рассматриваться как потенциальное 
медицинское показание для назначения таргетного ле-
чения ингибиторами тирозинкиназ [35, 36].

Мутации в гене NRAS определялись в трех иссле-
дованных образцах (13,0%, при 95% ДИ от 4,5 до 
32,1%), в т.ч. в двух наблюдениях — при ОМЛ М2, 
одном — М7. В двух случаях, при ОМЛ М2 и М7 
определялись, соответственно, несинонимичные 
трансверсии с.188A>Т и с.182A>C. В третьей про-
бе (ОМЛ М2) обнаруживалась делеция протяженно-
стью 160 нуклеотидов, начиная с позиции 293 коди-
рующей последовательности гена NRAS, приводящая 
к изменению части аминокислотной последователь-
ности и укорочению кодируемого белка до 106 амино-
кислот (рис. 2). Наряду с делецией в гене NRAS в ука-
занном образце определялась также несинонимичная 
трансверсия с. 1621А>С в гене KIT (таблица 2). В це-
лом, при ОМЛ с мутациями гена NRAS преобладали 
резистентные к программной химиотерапии формы 
(два случая), хотя в одном наблюдении (ОМЛ М2 с 
трансверсией с.188A>Т) была достигнута продолжи-
тельная первая ремиссия после стандартной програм-
мы индукции-консолидации по протоколу ОМЛ 01.10 
[23,24].

Молекулярные повреждения гена KRAS опреде-
лялись в двух исследованных образцах из девяти 
(22,2%), в обоих случаях при ОМЛ М4 (возраст боль-
ных 39 и 47 лет). В первой пробе определялась не-
синонимичная трансверсия c.183A>T, приводившая 
к замене аминокислотного остатка глутамина на ги-
стидин в положении 61 (p.61Q>H). Во втором образ-
це определялись одновременно две несинонимичные 
трансверсии (c.88G>C и c.311A>C), обусловливаю-
щие, соответственно, замены аминокислотных остат-
ков p.30D>H и p.104K>T. Во втором наблюдении, на-
ряду с мутациями в гене KRAS, определялись также 
инсерция типа А в экзоне 12 гена NPM1 и трансвер-
сия c.2141C>G в гене DNMT3A (таблица 2). 

Точечная мутация гена TP53 определялась в одной 
пробе при ОМЛ М2 (3,1%, при 95% ДИ от 0,6 до 
15,7%), и была представлена изолированной несино-
нимичной транзицией c.377A>G (экзон 5), приводя-
щей к изменению аминокислотного остатка в пози-
ции p.126Y>C в ДНК-связывающем домене и полной 
инактивации белка р53. Возраст пациента составлял 
61 год. Течение заболевания характеризовалось раз-
витием первичной резистентности к программной по-
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полипептиде 28 аминокислотных остатков в позици-
ях с 431 по 458. Указанные молекулярные изменения, 
описанные нами ранее при резистентном ОМЛ М2 в 
исходе МДС с изолированной делецией длинного пле-
ча хромосомы 5 (синдром 5q–) [34], приводили к пол-
ной функциональной инактивации белка Wt1. Также 
в исследуемой пробе была выявлена инсерция типа D 
в экзоне 12 гена NPM1 (таблица 2). Возраст пациента 
составлял 53 года.

Точечная мутация гена DNMT3A выявлена в одной 
пробе от больного ОМЛ М4 (8,3% при 95% ДИ от 1,5 
до 35,4%), и была представлена несинонимичной ну-
клеотидной заменой c.2141C>G по второй позиции 
триплета TCC, что приводило к аминокислотной за-
мене р.714S>C (то есть серина на цистеин в позиции 
714) в метилтрансферазном домене белка Dnmt3a. 
Наряду с указанной трансверсией, в лейкемических 
клетках из этого образца определялись также мута-
ции в генах NPM1 и KRAS, подробно описанные вы-
ше (таблица 2). В прочих исследуемых пробах мута-
ции в гене DNMT3A не определялись.

Обсуждение результатов
Таким образом, при ОМЛ с нормальным кариоти-

пом лейкемических бластов мутации в кодирующих 
последовательностях экзонов 9–12 гена NPM1, экзо-
нов 12–15 и 19–21 гена FLT3, экзонов 7–12 и 16–19 
гена KIT, экзонов 1–4 гена KRAS, экзонов 1–4 гена 
NRAS, экзонов 18–26 гена DNMT3A, экзонов 4–11 ге-
на ТР53 и экзонов 6–9 гена WT1 были выявлены с ис-
пользованием технологии прямого автоматического 
секвенирования в 19 исследованных образцах (42,2%, 
при 95% ДИ от 26,5 до 51,4%), что в целом сопоста-
вимо с кумулятивной частотой детекции генных мута-
ций при ОМЛ с аберрантными кариотипами бластных 
клеток [34]. Однако спектр выявленных мутаций и ха-
рактер их кооперации существенно отличался. Так, 
при ОМЛ с нормальным кариотипом наиболее ча-
сто определялись мутации генов NPM1 и FLT3, тогда 
как при ОМЛ с аберрантными кариотипами – NRAS 
и TP53, при этом вариант преобладающей генетиче-
ской аномалии варьировал в различных цитогенети-
ческих подгруппах ОМЛ с аберрантным кариотипом 
[34]. В 11 исследованных образцах при ОМЛ с нор-
мальным кариотипом определялись мутации в двух 
и более генах (24,4%, при 95% ДИ от 14,2 до 38,7%, 
таблица 2). Во всех случаях это обусловливало изме-
нение стратификации риска за счет переоценки про-
гноза ответа лейкозного клона на стандартную про-
граммную полихимиотерапию с промежуточного про-
гноза на благоприятный (при выявлении изолирован-
ных инсерций экзона 12 гена NPM1, а также инсер-
ций экзона 12 гена NPM1 в сочетании с трансверси-
ей с.1621A>C в гене KIT) либо неблагоприятный (во 
всех остальных случаях) [37]. Максимальное количе-

ство молекулярных изменений определялось у боль-
ного ОМЛ М4 в возрасте 47 лет, резвившемся в ис-
ходе хронического миеломоноцитарного лейкоза, ког-
да одновременно обнаруживались инсерция типа А 
в экзоне 12 гена NPM1, несинонимичные нуклеотид-
ные замены c.88G>C и c.311A>C в гене KRAS, транс-
версия c.2141C>G в гене DNMT3A. В двух исследо-
ванных образцах (при ОМЛ М1 и М6) одновремен-
но определялось по три генетических аномалии (ин-
серция типа А в экзоне 12 гена NPM1, FLT3 ITD и 
трансверсия с.1621A>C в гене KIT), в восьми пробах 
— по две. Среди последних инсерции в экзоне 12 ге-
на NPM1 в сочетании с мутациями в гене FLT3 опре-
делялись в 4 наблюдениях, инсерции в экзоне 12 гена 
NPM1 в сочетании с мутациями в гене KIT — в двух, 
инсерция типа D гена NPM1 в сочетании с делецией 
экзона 8 гена WT1 и делеция в гене NRAS в сочета-
нии с трансверсией с.1621A>C в гене KIT — по одно-
му случаю. Таким образом, наиболее часто при ОМЛ 
с нормальным кариотипом в кооперации участвова-
ли молекулярные повреждения в генах NPM1 (10 слу-
чаев), FLT3 (6 наблюдений) и KIT (у 5 пациентов). 
При этом с использованием программных статисти-
ческих методик [25] установлено, что кооперация вы-
явленных изменений в кодирующих последовательно-
стях генов NPM1 и KIT носит случайный характер, а 
NPM1 и FLT3 — неслучайный, что подтверждает вы-
сказанную ранее гипотезу об их дифференциальной 
значимости в патогенезе ОМЛ [38].

В четырех пробах (26,7%) больных ОМЛ с нормаль-
ным кариотипом лейкозных бластов были выявлены 
инсерции экзона 12 гена NPM1, не описанные в до-
ступных нам источниках литературы (Ural-1 и Ural-2, 
таблица 1) [31, 32]. Установлено, что инсерция типа 
Ural-1, определявшаяся в трех наблюдениях и обу-
словливающая синтез мутантного белка Npm1, в кото-
ром формирование типичного NES-мотив сочеталось 
с частичной утратой NoLS-мотива, фенотипически 
проявлялась, по данным иммуногистохимического 
исследования, цитоплазматической локализацией бел-
ка Npm1. То есть сочетание типичного NES-мотива с 
NoLS-мотивом оказалось достаточным для появления 
аберрантной цитоплазматической эксперссии мутант-
ного белка Npm1 в лейкемических клетках.

Таким образом, применение прямого автоматичско-
го секвенирования для детекции криптических ген-
ных мутаций при ОМЛ с нормальным кариотипом 
бластных клеток может использоваться в практиче-
ской онкогематологии в качестве дополнительного ла-
бораторного теста как для уточнения прогноза отве-
та лейкемического клона на стандартное химиотера-
певтическое лечение по национальным клиническим 
протоколам, разработанным Российской кооператив-
ной группой по лечению острых лейкозов [23, 24], так 
и для создания персонализированных программ лече-
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ния, основанных на применении индивидуально по-
добранных таргетных противоопухолевых препаратов 
[37, 39, 40].

Выводы
1. Частота детекции функционально значимых му-

таций генов FLT3, KIT, KRAS, NPM1, NRAS, TP53 и 
WT1 с использованием метода прямого автоматиче-
ского секвенирования при ОМЛ с нормальным карио-
типом бластных клеток составляла 42,2%.

2. Наиболее частым молекулярным событием при 
ОМЛ с нормальным кариотипом являлась инсер-
ция экзона 12 гена NPM1, определявшаяся в 15 ис-
следованных образцах (частота выявления – 50,0%), 
при этом в 66,6% случаев она выявлялась в сочета-
нии с генетическими изменениями в кодирующих по-
следовательностях других генов (FLT3, KIT, KRAS, 
DNTM3A, WT1). 

3. Частота обнаружения множественных (две и бо-
лее) мутаций генов при ОМЛ с нормальным кариоти-
пом бластных клеток составляла 24,4%, при этом наи-
более часто кооперировались мутации генов NPM1 
(10 случаев), FLT3 (6 наблюдений) и KIT (5 проб). 

При этом кооперация молекулярных событий в генах 
NPM1 и FLT3 носила неслучайный характер.

4. Прогноз общей вероятностной выживаемости 
больных ОМЛ с диплоидией, у которых определялось 
множественные криптические мутации исследован-
ных генов, изменялся с промежуточного на неблаго-
приятный, за исключением случаев сочетания инсер-
ции экзона 12 гена NPM1 с трансверсией с.1621A>C 
гена KIT, имевшего случайный характер.

5. При выявлении изолированных инсерций эк-
зона 12 гена NPM1, а также инсерции экзона 12 ге-
на NPM1 в сочетании с трансверсией с.1621A>C ге-
на KIT прогностическая стратифкация общей выжи-
ваемости больных ОМЛ с нормальным кариотипом 
бластных клеток изменялась с промежуточной на бла-
гоприятную (n=6).

6. Описаны новые варианты инсерций в экзоне 12 
гена NPM1, в том числе обусловливающие синтез му-
тантного белка Npm1, в котором формирование ти-
пичного NES-мотив сочеталось с частичной утратой 
NoLS-мотива, что проявлялась, по данным иммуно-
гистохимического исследования, цитоплазматической 
локализацией белка Npm1.
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