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Резюме. Цель исследования — определить ча-
стоту мутаций генов ASXL1, DNMT3A, FLT3, KIT, 
NRAS, TP53 и WT1 при острых миелоидных лейко-
зах (ОМЛ) с неуточненным кариотипом.

Материалы и методы исследования. Исследова-
ли пробы костного мозга и периферической крови 
41 пациента с ОМЛ в возрасте от 21 до 82 лет, про-
ходивших лечение в Свердловском областном онко-
гематологическом центре в период с 2008 по 2016 
г. В исследуемой группе с морфологическим вари-
антом ОМЛ М0 по FAB-классификации наблюдал-
ся 1 пациент, М1 — 3, М2 — 23, М4 — 10, М5 — 
1, острый миелофиброз — 1, неуточненный ОМЛ — 
2. Пациенты с острым промиелоцитарным лейкозом, 
острым миеломонобластным лейкозом с патологиче-
ской костномозговой эозинофилией, прочими мор-
фологическими вариантами ОМЛ с установленным 
цитогенетическим статусом, а также с криптически-
ми инсерциями в экзоне 12 гена NPM1, выявленны-
ми методом прямого автоматического секвенирова-
ния, специфическими хромосомными аномалиями 
t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13;q22), t(9;22)(p34;q11), 
abn (11)(q23), выявленными методом ПЦР, в иссле-
дование не включались. Детекцию мутаций генов 
ASXL1, DNMT3A, FLT3, KIT, NRAS, TP53 и WT1 
проводили методом прямого автоматического секве-
нирования с использованием автоматического анали-
затора ABI Prism 310 по прямой и обратной последо-
вательностям. Сопоставление сегментов, выравнива-
ние и сравнение последовательностей нуклеотидов 
и аминокислот проводили с использованием про-
граммного продукта MEGA, v. 5.0.

Результаты исследования. Кумулятивная часто-

Abstract. Aim: to estimate the frequency of mutations 
in ASXL1, DNMT3A, FLT3, KIT, NRAS, TP53 and 
WT1 genes in acute myeloid leukemia (AML) patients 
(pts) with unspecified karyotype using direct automatic 
sequencing technique. 

Materials and methods. Bone marrow and peripheral 
blood samples obtained from 41 AML pts aged 21 
to 82, treated in Sverdlovsk Regional Hematological 
Centre during the period 2008–2016. Distribution of 
the pts according to FAB-classification was as follows: 
AML M0 — 1, M1 — 3, M2 — 23, M4 — 10, M5 — 
1, acute myelofibrosis — 1, AML pts with unspecified 
morphological variants — 2. AML pts with M3, M4eo 
morphologic subtype according to FAB-classification, 
with normal or abnormal karyotype (in G-banding), 
t(8;21), inv(16), t(9;22), abn11q23 (in PCR) and NPM1 
gene exon 12 insertion (in sequencing) were excluded 
from research.

Detection of mutations in ASXL1, DNMT3A, FLT3, 
KIT, NRAS, TP53 and WT1 genes performed by direct 
sequencing. Sequencing realized using an automatic 
genetic analyzer ABI Prism 310. 

Results. The average frequency of functionally 
significant mutations in all investigated genes among the 
treated AML pts was 26.8%, and low than cumulative 
frequency of point mutation in AML with normal and 
abnormal karyotype. Average frequency of mutations 
in KIT gene exons 7–12 and 16–19 was 15.0%, ASXL1 
gene exons 12–13 – 12.5%, DNMT3A exons 18–26 – 
11.1%, WT1 gene exons 6–9 — 11.1%, FLT3 gene 
exons 12–15 and 19–21 —10.8%, NRAS gene exons 
1–4 — 5.4%, TP53 gene exons 4–11 — 3.6%. Multiple 
point mutations in investigated genes detected in 9.8% 
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та детекции функционально значимых мутаций ге-
нов ASXL1, DNMT3A, FLT3, KIT, NRAS, TP53 и 
WT1 при ОМЛ с неуточненным кариотипом состав-
ляла 26,8%, что было несколько ниже средней ча-
стоты криптических генных мутаций, определяемых 
методом секвенирования при ОМЛ с нормальным и 
аберрантными кариотипами. Мутации в экзонах 12–
15 и 19–21 гена FLT3 определялись в 10,8% иссле-
дованных образцов (n=4), экзонах 7–12 и 16–19 гена 
KIT — в 15,0% (n=3), экзонах 12–13 гена ASXL1 — 
12,5% (n=1), экзонах 6–9 гена WT1 — в 11,1% (n=2), 
экзонах 18–26 гена DNMT3A — в 11,1% (n=1), экзо-
нах 1–4 гена NRAS — в 5,3% (n=1), экзонах 4-11 ге-
на ТР53 — в 3,6% (n=1). Выявление вышеуказанных 
мутаций методом прямого автоматического секвени-
рования в 24,4% случаев (n=10) позволяло уточнить 
прогноз ответа опухоли на проведение стандартной 
полихимиотерапии при ОМЛ. В 9,8% исследованных 
образцов (n=4) определялись одновременно по две 
функционально значимые мутации в исследованных 
генах. При этом максимальное количество патогене-
тически значимых молекулярных повреждений опре-
делялось в двух пробах: при ОМЛ М5 (внутренняя 
тандемная дупликация в гене FLT3 в сочетании с де-
лецией в гене KIT) и ОМЛ М2 в исходе эссенциаль-
ной тромбоцитемии (делеция в гене WT1 в сочета-
нии с несинонимичной заменой в гене DNMT3A). В 
двух случаях, при ОМЛ М2 с тандемной дупликаци-
ей в экзоне 9 гена TP53 и ОМЛ М2 с несинонимич-
ной транзицией c. 1636A>G в гене KIT, определя-
лась несинонимичная трансверсия c. 1621А>С, явля-
ющаяся, по-видимому, полиморфным аллельным ва-
риантом гена KIT и не имеющая патогенетического и 
прогностического значения при ОМЛ.

Ключевые слова: точечная мутация, острый ми-
елоидный лейкоз, неуточненный кариотип, ген 
ASXL1, ген DNMT3A, ген FLT3, ген KIT, ген NRAS, 
ген TP53, ген WT1, прямое автоматическое секвени-
рование

AML pts with unspecified karyotype (usually KIT gene 
non-synonymous substitution and deletion). In 2 cases 
2 different gene mutations were co-existed in samples: 
AML M5 with FLT3 ITD and KIT gene deletion n. 
Del. 1529–1774, AML M2 with WT1 gene deletion n. 
Del. 1289–1372 and DNMT3A gene non-synonymous 
substitution c. 2645G>A. In 2 another samples, both 
AML M2 with KIT gene non-synonymous transversion 
c. 1621А>С additional TP53 gene exon 6 tandem 
duplication and KIT gene non-synonymous transition c. 
1636A>G were detected, respectively.

Keywords: acute myeloid leukemia, unspecified 
karyotype, ASXL1 gene, DNMT3A gene, FLT3 
gene, KIT gene, NRAS gene, TP53 gene, WT1 gene, 
sequencing

Острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) представля-
ют собой гетерогенную группу опухолевых забо-
леваний системы крови, характеризующихся кло-
нальной пролиферацией в костном мозге и некото-
рых других тканях и органах, подвергшихся злокаче-
ственной трансформации кроветворных клеток, не-
сущих поверхностные, цитоплазматические и ядер-
ные миелоидные маркеры, что обусловливает раз-
витие клинико-лабораторной симптоматики костно-
мозговой недостаточности. Установлено, что злока-
чественная трансформация гемопоэтических клеток 
обусловлена возникновением мутаций в ряде ключе-
вых генов, продукты которых приводят к нарушению 
молекулярных механизмов внутриклеточной сигна-

лизации, регуляции клеточного цикла и программи-
рованной гибели, что обусловливает нарушение про-
цессов пролиферации, дифференцировки клеток и 
экспансию опухолевого клона [1–4]. 

В 2001 году Всемирной организацией здравоох-
ранения (ВОЗ) наличие некоторых специфических 
генетических аномалий (например, транслокаций 
t(8;21)(q22;q22), t(15;17)(q22;q11), инверсии inv(16)
(p13;q22)), имевших доказанное влияние на прогноз 
общей вероятностной выживаемости, было впервые 
включено в классификацию ОМЛ в качестве диагно-
стического признака [5, 6]. В классификации ВОЗ 
пересмотра 2008 года перечень диагностически зна-
чимых генетических аномалий был расширен, в т.ч. 
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за счет выделения новых подгрупп ОМЛ со специ-
фическими мутациями генов NPM1 и CEBPA, ас-
социированных с благоприятным прогнозом [7, 8]. 
В опубликованной классификации ВОЗ пересмо-
тра 2016 года предполагается выделение нескольких 
новых обособленных подгрупп ОМЛ на основе де-
текции специфических генных и хромосомных ано-
малий, таких как мутации генов RUNX1, KMT2A, 
транслокация t(9;22)(q34;q11) с образованием хи-
мерного гена BCR-ABL1 и другие [9].

Согласно результатам современных многоцентро-
вых исследований, к генам, наиболее часто мути-
рующим при ОМЛ, относятся FLT3 (39%), NPM1 
(33%), DNMT3A (31%), NRAS (22%), RUNX1 (15%), 
TET2 (15%), IDH2 (14%), WT1 (13%), ASXL1 (11%), 
PTPN11 (10%), SRSF2 (10%), TP53 (9%), CEBPA 
(8%) и другие [10]. При этом наряду с так называ-
емыми «драйверными» мутациями, играющими 
ключевую роль в патогенезе ОМЛ, в вышеуказан-
ных и ряде других генов могут встречаться случай-
ные («пассажирские»), возникающие на фоне гене-
тической нестабильности опухоли либо появивши-
еся на ранних стадиях эмбриогенеза и содержащие-
ся во всех соматических клетках организма, а пото-
му не имеющие значения для диагностики и прогно-
за ОМЛ (в отличие, например, от мутаций в генах, 
обусловливающих генетическую предрасположен-
ность к миелопролиферативным новообразованиям) 
[10,11]. Патогенетически значимые при ОМЛ мута-
ции распределяются на 9 классов, наибольшее зна-
чение среди которых имеют активационные повреж-
дения клеточных сигнальных путей (FLT3, NRAS, 
PTPN11, KRAS, KIT), нуклеофозмина (NPM1), ап-
парата метилирования ДНК (DNMT3A, TET2, IDH2, 
WT1), транскрипции (RUNX1, CEBPA), упаков-
ки хроматина (ASXL1, KMT2A, GATA2), сплайсин-
га РНК (SRSF2), программированной клеточной ги-
бели (TP53), кохексинового комплекса (SRAG2) и 
другие (например, miR142) [10–14]. Однако, в си-
лу широкого распространения, они зачастую не мо-
гут использоваться в качестве дифференциально-
диагностического и классификационного критерия 
при ОМЛ [7–9, 15]. 

Тем не менее, для ряда наиболее распространен-
ных генетических аномалий в настоящее время раз-
работаны или продолжают активно разрабатывать-
ся таргетные противоопухолевые препараты, воз-
действующие на молекулярное звено патогенеза, 
повреждение которого вызвано тем или иным ге-
нетическим событием. [14, 16, 17]. Следователь-
но, исследование частоты и клинической значимо-
сти криптических генных мутаций, выявляемых при 
ОМЛ с использованием современных молекулярно-
генетических методов, является актуальной задачей 
практической онкогематологии, решение которой по-

зволит, во-первых, дифференцированно определить 
прогноз общей вероятностной выживаемости паци-
ентов при проведении стандартной программной по-
лихимиотерапии и, во-вторых, уточнить персонали-
зированные медицинские показания для применения 
таргетных противоопухолевых препаратов, воздей-
ствующих на конкретное молекулярное поврежде-
ние, играющее ключевую роль в онкогенезе той или 
иной подгруппы ОМЛ. 

Цель исследования — определить частоту мута-
ций генов ASXL1, DNMT3A, FLT3, KIT, NRAS, TP53 
и WT1 при острых миелоидных лейкозах с неуточ-
ненным кариотипом методом прямого автоматиче-
ского секвенирования.

Материалы и методы исследований
Исследовали пробы костного мозга и перифери-

ческой крови 41 больного ОМЛ в возрасте от 21 до 
82 лет, проходивших лечение в Свердловском об-
ластном онкогематологическом центре в период с 
2008 по 2016 г. Средний возраст пациентов составил 
60,1±4,7 лет.

Диагностику ОМЛ осуществляли в соответствии 
с рекомендациями ВОЗ [6,8], на основании клини-
ческой картины, цитологического анализа крови и 
костного мозга, цитохимического и иммунофено-
типического исследования бластных клеток. По ме-
дицинским показаниям выполняли трепанобиоп-
сию подвздошной кости с последующим гистоло-
гическим и иммуногистохимическим исследовани-
ем [14]. Морфологический вариант ОМЛ определяли 
согласно франко-американо-британской (FAB) клас-
сификации [7, 18]. В соответствии с ней, в исследуе-
мой группе с морфологическим вариантом ОМЛ М0 
наблюдался 1 пациент, М1 — 3, М2 — 23, М4 — 10, 
М5 — 1, острый миелофиброз — 1, неуточненный 
ОМЛ — 2. 

Пациенты с острым промиелоцитарным лейко-
зом, острым миеломонобластным лейкозом с пато-
логической костномозговой эозинофилией, прочи-
ми вариантами ОМЛ с установленным по результа-
там кариотипирования (G-banding), а также ПЦР-
исследования на специфические хромосомные абер-
рации и секвенирования экзона 12 гена NPM1, ге-
нетическим статусом в исследование не включа-
лись. То есть, все включенные в исследование боль-
ные имели неуточненный кариотип, при этом спец-
ифические хромосомные аномалии t(8;21)(q22;q22), 
inv(16)(p13;q22), t(9;22)(p34;q11), аберрации abn(11)
(q23), а также инсерции в экзоне 12 гена NPM1 
молекулярно-генетическими методами у них не вы-
являлись [7, 14].

Детекцию криптических мутаций в исследуемых 
генах проводили с использованием технологии пря-
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мого автоматического секвенирования. Всего на на-
личие мутаций в кодирующих последовательностях 
экзонов 12–15 и 19–21 гена FLT3 в изучаемой вы-
борке протестированы 37 образцов, экзонов 4–11 ге-
на ТР53 — 28 проб, экзонов 7–12 и 16–19 гена KIT 
— 20, экзонов 1–4 гена NRAS — 19, экзонов 6–9 ге-
на WT1 — 18, экзонов 18–26 гена DNMT3A — 9, эк-
зонов 12–13 гена ASXL1 — 8. Праймеры, исполь-
зованные для детекции мутаций в указанных генах, 
описаны нами ранее [19–25].

Выделение тотальной РНК из лейкозных бластов 
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-
ем ревертазы M-MLV и гексануклеотидных прайме-
ров со случайной последовательностью нуклеоти-
дов («РЕВЕРТА-L», ФГБУН «ЦНИИ Эпидемиоло-
гии» Роспотребнадзора, Москва). Участки кДНК, со-
ответствующие исследуемым экзонам указанных ге-
нов, амплифицировали методом ПЦР [1, 5, 7]. Ана-
лиз продуктов амплификации проводили методом 
электрофореза с последующей детекцией в ультра-
фиолетовом трансиллюминаторе [19–25]. 

Секвенирование амплифицированных фрагмен-
тов проводили на автоматическом генетическом ана-
лизаторе ABI Prism 310 (Applied Biosystems, США) 
по прямой и обратной последовательностям соглас-
но рекомендациям производителя. Сопоставление 
сегментов, выравнивание и сравнение последова-
тельностей нуклеотидов и аминокислот проводили 
с использованием компьютерной программы MEGA, 
версия 5.0 [19–26]. 

Программное лечение больных ОМЛ проводили по 
клиническим протоколам, разработанным Россий-
ской группой по изучению острых лейкозов [27, 28], 
в которых использовалась интенсивная индукция-
консолидация ремиссии цитарабином в сочетании с 
антрациклинами с последующей поддерживающей 
полихимиотерапией (протоколы ОМЛ 06.06, ОМЛ 
01.10, протокол лечения больных ОМЛ в возрасте 
старше 60 лет). Больные, имевшие медицинские про-
тивопоказания к программному лечению, лечились 
малыми дозами цитозара, 6-меркаптопурином, в ка-
честве циторедуктивной терапии у больных с гипер-
лейкоцитозом использовался гидроксикарбамид [27, 
28].

Статистическую обработку результатов исследова-
ния проводили с использованием программ для ЭВМ 
«Генанализ» и «Генсвязь» [29, 30]. Проверку стати-
стических гипотез проводили с использованием точ-
ного критерия Фишера (F). Доверительные интер-
валы (ДИ) для средних частот мутаций генов опре-
деляли на основе биномиального распределения. 
Оценку взаимозависимости молекулярных повреж-
дений различных генов, выявляемых в одной пробе, 
проводили посредством сравнения ожидаемой веро-
ятности, рассчитанной по формуле для независимых 
событий, с наблюдаемой в исследуемой выборке ча-
стотой. Если при сопоставлении расчетной и наблю-
даемой частот выявлялось совпадение, то мутации 
считались независимыми. Если наблюдаемая часто-
та отличалась от расчетной при уровне значимости 
р=0,05, то события признавали взаимозависимыми 
[25].

Моделирование третичной структуры белков про-
водили с использованием распределенной сети пред-
сказания структуры белка Protein Homology/AnalogY 
Recognition Engine (Phyre) версия 2.0 в режиме 
«Normal». В качестве референтной использована по-
лученная методом рентгеноструктурного анализа 
с разрешением 2,10 Å модель 1RJB из Protein Data 
Bank (PDB 1RJB). Структуры мутантных вариантов 
белка Flt3 моделировали на основе полученных при 
секвенировании нуклеотидных последовательностей 
индивидуально для каждой положительной про-
бы. Для визуализации и анализа использовали про-
граммное обеспечение PyMol версия 1.3r1. [31]

Результаты исследования
Мутации в экзонах 12–15 и 19–21 гена FLT3 были 

выявлены в 4 пробах (10,8%, при 95% ДИ от 4,3 до 
24,7%), по одному наблюдению при морфологиче-
ских вариантах М1, М2, М4 и М5 (таблица 1). Сред-
ний возраст больных составил 64,5±6,9 лет. Во всех 
наблюдениях мутации были представлены внутрен-
ними тандемными дупликацииями (ITD) кодирую-
щей последовательности юкстамембранного и ки-
назного доменов гена FLT3, при этом точка дуплика-
ции и длина дуплицирующегося фрагмента варьиро-
вала в каждом из исследуемых образцов (таблица 1). 
Соответственно, степень вовлечения юкстамембран-
ного и первого тирозинкиназного доменов белка Flt3 
в структурные перестройки также отличалась, что, 
по данным литературы, влияет на химиочувстви-
тельность опухолевых клеток к таргетному лечению 
ингибиторами тирозинкиназ (ТКИ) I и II типа [32–
34]. 
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Таблица 1
Характеристика мутаций гена FLT3, выявленных при ОМЛ с неуточненным кариотипом 

Table 1
Features of FLT3 gene mutations in AML patients with unspecified karyotype

Морфологический вари-
ант ОМЛ / FAB subtype

Вариант мутации / 
Mutation type

Локализация мутации в белке flt3/ 
Localization in flt3 protein

 Чувствительность к ТКИ / Tyrosine 
kinase inhibitors (TKI) sensitivity

М1

ITD 69 п.о.*/1744 
23 а.о.**/582 

ITD 69 bp*/1744 
23 аr**/582

Юкстамембранный домен, мотив JM-S/ 
Juxtamembrane domain, JM-S motif ТКИ I типа/ TKI type I

М2

ITD 54 п.о./1786 
18 а.о./596 

ITD 54 bp*/1786  
18 аr**/596

Юкстамембранный домен, мотив JM-Z / 
Juxtamembrane domain, JM-Z motif ТКИ I типа/ TKI type I

М5

ITD 27 п.о./1780  
9 а.о./594  

ITD 27 bp*/1780  
9 аr**/594

Юкстамембранный домен, мотив JM-Z / 
Juxtamembrane domain, JM-Z motif ТКИ I типа/ TKI type I

М2

ITD 18 п.о./1791  
6 а.о./597  

ITD 18 bp*/1791  
6 аr**/597

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 последовательности транс-
крипта 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, ar — amino acid residues, localization in polypeptide chain.

Таблица 2
Результаты прямого автоматического секвенирования проб при ОМЛ с неуточненным кариотипом с двумя 

функционально значимыми мутациями в исследованных генах*
Table 2

Direct sequencing results in normal karyotype AML patients with unspecified karyotype*
Подтип по FAB/ 

FAB subtype
Кол-во мутаций /

Number of genetic lesions
Характеристика выявленных мутаций в генах/ Characteristics of genetic lesions
FLT3 KIT DNMT3A TP53 WT1

М2 2 WT** c. 1638A>G c. 2645G>A c. 215C>G n. Del. 1289- 
1372

М2 2 c. 1683A>G с. 1621А>С, с. 
2586G>C WT TD** WT

М2 2 c. 1683A>G
с. 1621А>С, c. 
1636A>G, с. 

1821T>C
–** – –

М5 2 ITD n. Del. 1529-1774, с. 
2586G>C WT c. 215C>G WT

* синонимичные нуклеотидные замены выделены курсивом, полиморфный аллельный вариант гена ТР53 c. 215C>G — 
подчеркиванием; функционально значимые мутации (в т.ч. KIT с. 1621А>С) выделены полужирным шрифтом 
* synonymous nucleotide substitution marked by italic, TP53 gene polymorphism marked by underlying, non-synonymous 
nucleotide substitution and other significant genetic lesions marked by boldface;
** WT — «дикий тип» (изменений кодирующей последовательности исследуемых экзонов в сравнении с референсной 
последовательностью не обнаружено), «–»— исследование не проводилось, TD – тандемная дупликация 
** WT — wild type , «–» — not applicable, TD — tandem duplication.

Так, оказалось, что выявленная при анализе про-
бы больного ОМЛ М1 (таблица 1) FLT3 ITD способ-
ствовала существенному изменению конфигурации 
мотива JM-S («switching motif») и в особенности — 
ключевых остатков тирозина (Tyr589 и Tyr591), кото-
рые, в свою очередь, могли легко подвергаться фос-
форилированию, активируя тирозинкиназные доме-
ны (рис. 1А). Дупликации, выявленные при анализе 
проб пациентов с ОМЛ М2 и М5, не влияли на по-
ложение остатков тирозина, однако могли способ-

ствовать нарушению взаимодействия между αC-
спиралью и мотивом JM-Z («zipper motif»), тем са-
мым повышая вероятность спонтанного измене-
ния положения юкстамембранного домена и лиганд-
независимой активации каталитического центра бел-
ка (рис. 1Б). Во всех случаях наличие FLT3 ITD при-
водило к нарушению комплементарного взаимодей-
ствия структурных элементов, сохраняющих белок 
в аутоингибированном состоянии и способствова-
ло переходу белка Flt3 в активированную конформа-
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цию (DFG-in, связанную с «открытым» положением 
активационной петли, не препятствующем взаимо-
действию каталитического центра с субстратом), что 
позволяет рассматривать возможность применения в 
таких случаях таргетной терапии селективными ти-
розинкиназными ингибиторами I типа [17, 33, 35].

В одной из проб, ОМЛ М5, наряду с FLT3 ITD 
определялась функционально значимая делеция в ге-
не KIT (таблица 2), описанная нами ранее [36]. Кро-
ме того, в 5 пробах определялась синонимичная 
транзиция c. 1638A>G в гене FLT3, не имевшая, по-
видимому, самостоятельного патогенетического и 
прогностического значения при ОМЛ [32, 33].

При проведении стандартной программной поли-
химиотерапии [27, 28] наличие мутаций в гене FLT3 
ассоциировалось с неблагоприятным прогнозом 
ОМЛ. Медиана общей вероятностной выживаемости 
больных с мутациями в экзонах 12–15 и 19–21 гена 
FLT3 лейкемических бластов не превышала 6 меся-
цев. В одном случае была зафиксирована первичная 
резистентность, в трех — ранние рецидивы заболе-
вания.

Функционально значимые структурные изменения 
в кодирующей последовательности экзонов 7-12 и 
16-19 гена KIT определялись в 3 пробах (15,0%, при 
95% ДИ от 5,2 до 36,0%), в том числе при морфо-
логическом варианте М2 по FAB-классификации — 
два наблюдения, М5 — одно. Средний возраст боль-
ных составлял 67,7 ± 9,1 лет. В одном из исследуе-
мых образцов (ОМЛ М2) одновременно опреде-
лялись две несинонимичные замены в кодирую-
щей последовательности гена KIT — трансверсия 
с.1621A>C, приводящая к замене аминокислотно-
го остатка метионина на лейцин в позиции 541 ко-
дируемого белка, и транзиция c. 1636A>G, приво-
дящая к аминокислотной замене лизина на глута-
миновую кислоту а позиции 546 (таблица 2). Кро-
ме того, в этой же пробе присутствовала синонимич-
ная транзиция с. 1821T>C. Трансверсия с.1621A>C 
определялась в образце периферической крови при 
ОМЛ М5 с тандемной дупликацией в экзоне 9 гена 
ТР53 (таблица 2). По литературным данным, указан-
ная трансверсия является, предположительно, поли-
морфным аллельным вариантом гена KIT, не имею-
щим самостоятельного патогенетического и прогно-
стического значения при ОМЛ [37]. Это корреспон-
дирует с ранее полученными нами данными о слу-
чайном характере сочетания трансверсии с.1621A>C 
с другими молекулярными повреждениями прото- и 
антионкогенов при ОМЛ с нормальным и аберрант-
ными кариотипами [20, 36, 38]. 

Еще в одном наблюдении при ОМЛ М2 с FLT3 
ITD, в кодирующей последовательности экзонов 10 и 
11 гена KIT определялась делеция протяженностью 
с 1529 по 1774 позиции нуклеотидов (n. Del 1529-

1774, таблица 2), приводящая к утрате 82 аминокис-
лотных остатков в транслируемом белке. Указанная 
делеция описана нами ранее при ОМЛ со специфи-
ческими аномалиями – М2 с t(8;21)(q22;q22) [36] и 
М4 с нормальным кариотипом и инсерцией типа А 
в экзоне 12 гена NPM1 [38]. По данным литерату-
ры, делеции без сдвига рамки считывания в экзоне 
11 гена KIT являются значимыми для злокачествен-
ной трансформации клеток, так как затрагивают уча-
сток полипептидной цепи, обеспечивающий ингиби-
рование аутофосфорилирования рецептора, следова-
тельно, в указанном случае может обсуждаться по-
тенциальное медицинское показание для назначения 
таргетного лечения ингибиторами тирозинкиназ [39, 
40].

Мутации в кодирующей последовательности ге-
на WT1 определялись в двух исследуемых образ-
цах (11,1%, при 95% ДИ от 4,5 до 24,9%), из них в 
одном наблюдении — при ОМЛ М2, диагностиро-
ванном после окончания курса лечения апластиче-
ской анемии, во втором — при ОМЛ М2 в исходе эс-
сенциальной тромбоцитемии (ЭТ). Возраст указан-
ных больных составил 50 и 64 года, соответственно. 

В обеих пробах определялась делеция 84 нуклео-
тидов в позициях с 1289 по 1372 от начала кодирую-
щей последовательности, соответствующих экзону 8 
(n. Del 1289-1372), что приводило к утрате в синте-
зируемом белке Wt1 28 аминокислотных остатков в 
позициях с 431 по 458. Во второй пробе (ОМЛ в ис-
ходе ЭТ) определялась несинонимичная замена в ге-
не DNMT3A (таблица 2). В обоих случаях ОМЛ с де-
лециями экзона 8 гена WT1 оказались ассоциирова-
ны с неблагоприятным прогнозом. Так, в первом на-
блюдении была зафиксирована ранняя летальность в 
постцитостатическом периоде после первого курса 
индукции ремисии, во втором – резистентность лей-
козного клона к проводимой стандартной полихими-
отерапии. Медиана общей выживаемости пациентов 
не превышала 6 месяцев. 

Аналогичные делеции в гене WT1, ассоциирован-
ные с неблагоприятным прогнозом, были описаны на-
ми ранее при резистентном ОМЛ М2 в исходе МДС с 
делецией длинного плеча хромосомы 5 (синдром 5q-) 
[36] и при ОМЛ М5 с нормальным кариотипом с ин-
серцией типа D в экзоне 12 гена NPM1 [38].

Криптическая делеция нуклеотидов в позициях с 
1755 по 2007 от начала кодирующей последователь-
ности гена ASXL1 (n. Del 1755-2007) определялась в 
одном исследованном образце (12,5%, при 95% ДИ 
от 2,2 до 47,1%), при морфологическом варианте 
ОМЛ М2. Возраст больного составлял 64 года. Она 
обусловливала сдвиг рамки считывания и раннюю 
терминацию синтеза кодируемого полипептида (p. 
Lys 586 Arg fsX33). В указанной пробе определялась 
также синонимичная транзиция c.639A>G в экзоне 
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6 гена ТР53, не имеющая функционального значе-
ния, и несинонимичная трансверсия с. 215C>G, яв-
ляющаяся полиморфным аллельным вариантом гена 
ТР53, описанная нами ранее [25]. В указанном слу-
чае была достигнута непродолжительная клинико-
гематологическая ремиссия после первого курса 
стандартной программной полихимиотерапии, одна-
ко через несколько недель наблюдения зафиксирован 
ранний рецидив ОМЛ и больной переведен на сдер-
живающую химиотерапию (продолжительность на-
блюдения составляет 16 месяцев).

Точечная мутация гена DNMT3A выявлена в одной 
исследованной пробе при ОМЛ М2 в исходе эссен-
циальной тромбоцитемии (11,1%, при 95% ДИ от 
2,0 до 43,5%). Она представляла собой несинони-
мичную транзицию c. 2645G>A, приводящую к ами-
нокислотной замене аргинина на гистидин в пози-
ции 882. Указанная мутация ранее описана A.M. 
Jankowska et al. при хроническом миеломоноцитар-
ном лейкозе (ХММЛ), а в последующих эксперимен-
тах J. Xu et al. установлено, что трансфекция векто-
ром, содержащим ген DNMT3A с транзицией c. 2645 
G>A, приводит к развитию у лабораторных живот-
ных ХММЛ-подобного заболевания [41, 42]. Наря-
ду с указанной трансверсией, в лейкемических клет-
ках из этого же образца определялась делеция экзона 
8 гена WT1, подробно описанная выше (n. Del 1289-
1372, таблица 2). В прочих исследуемых пробах му-
тации в гене DNMT3A не определялись.

Рис. 1. Результаты моделирования третичной 
структуры мутантных белков Flt3 при ОМЛ М1 (А), 
М2 и М5 (Б).

Fig. 1. 3D modeling of mutated Flt3 protein structure 
in AML M1 (A), M2 and M5 (B) patients. 

Точечная мутация в гене NRAS определялась в 
одном исследованном образце (5,3%, при 95% ДИ 
от 0,9 до 24,6%) при ОМЛ М2 и была представлена 
несинонимичной трансверсией c. 181C>A. Возраст 
больного составил 61 год. В указанном случае была 
зафиксирована ранняя летальность пациента в пост-

цитостатическом периоде после первого курса ин-
дукции ремиссии по схеме программной полихимо-
терапии «7+3» [27].

Криптическая мутация в гене TP53 определялась 
в одной исследуемой пробе при ОМЛ М2 (3,6%, 
при 95% ДИ от 0,6 до 17,7%), возраст пациента со-
ставлял 63 года. Она представляла собой не опи-
санную ранее тандемную дупликацию протяженно-
стью 19 нуклеотидов, начиная с позиции 960 коди-
рующей последовательности (экзон 9) и обусловли-
вала вставку 9 аминокислот в транслируемом белке 
р53 (рис. 2). Одновременно в указанном биообразце 
в кодирующей последовательности гена KIT опреде-
лялись несинонимичная (с.1621A>C) и синонимич-
ная (с. 2586G>C) трансверсии (таблица 2). В указан-
ном наблюдении была зафиксирована ранняя леталь-
ность, то есть смерть пациента в период постцито-
статической панцитопении после первого курса ин-
дукции ремиссии. При этом, однако, лейкемическая 
инфильтрация костного мозга по результатам аутоп-
сии сохранялась. 

Рис. 2. Кодирующая последовательность гена TР53 
с тандемной дупликацией протяженностью 19 п.о. 
в позиции 960 (выделена желтым цветом) и ами-
нокислотная последовательность мутантного белка 
р53 (измененная часть выделена зеленым цветом), 
выявленные в образце периферической крови при 
ОМЛ М2.

Fig. 2. TP53 gene coding sequence with tandem 
duplication in position 960 (marked in yellow) and 
mutated amino acid chain of p53 protein (marked in 
green) in AML M2 patient.

Обсуждение результатов
Таким образом, функционально значимые мутации 

в кодирующих последовательностях экзонов 12–15 
и 19–21 гена FLT3, 7–12 и 16–19 гена KIT, 6–9 ге-
на WT1, 12–13 гена ASXL1, 18–26 гена DNMT3A, 
1–4 гена NRAS и 4–11 гена ТР53 были выявлены с 
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использованием технологии прямого автоматиче-
ского секвенирования в 11 исследованных образцах 
от больных ОМЛ с неуточненным кариотипом лей-
кемических бластов (26,8%, при 95% ДИ от 15,7 до 
41,9%), что несколько ниже кумулятивной частоты 
детекции криптических генных мутаций при ОМЛ с 
нормальным и аберрантными кариотипами [36, 38]. 
Не исключено, что это могло обусловливаться более 
низким качеством исследованного биоматериала, не 
позволившим провести как качественное кариоти-
пирование (G-banding) лейкемических клеток, так 
и выявить в них специфические хромосомные абер-
рации методом ПЦР [7]. Cпектр криптических ген-
ных мутаций, выявленных в исследуемой подгруппе 
ОМЛ методом прямого автоматического секвениро-
вания, а также характер их кооперации существенно 
отличался от исследованных ранее подгрупп (табли-
ца 3), что может отражать ее смешанный характер, 
обусловленный присутствием в ней биоматериала от 
больных ОМЛ как с нормальным, так и с аберрант-
ными кариотипами. 

В предшествующих исследованиях нами было по-
казано [38], что при ОМЛ с нормальным кариотипом 
с наибольшей частотой определялись мутации ге-
нов NPM1 и FLT3 (50,0% и 22,0%, соответственно), 
которые в 40% наблюдений кооперировались друг с 
другом, причем указанное взаимодействие носило 
неслучайный характер. Напротив, при ОМЛ с абер-
рантными кариотипами наиболее часто определя-
лись мутации генов NRAS и TP53 (19,2% и 18,4%, 
соответственно), при этом кооперации указанных 
молекулярных событий не определялось [36]. В 
группе больных ОМЛ с неуточненным кариотипом 
установить преобладающий тип криптических ген-
ных мутаций оказалось невозможным, так как мак-
симальная частота выявляемых методом прямого ав-
томатического секвенирования молекулярных по-
вреждений каждого из генов не превышала 15,0%, 
а в диапазоне частот от 10,0 до 15,0% определялись 
мутации в пяти исследованных генах (KIT, ASXL1, 
DNMT3A, WT1 и FLT3) из семи (таблица 3). 

Таблица 3
Частота выявления мутаций различных генов с использованием технологии прямого автоматического сек-
венирования проб при ОМЛ с неуточненным, нормальным и аберрантными кариотипами лейкозных бла-

стов в сравнении с данными международного исследования Metzeler K.Н. et al., 2016 г. 
Table 3

ASXL1, DNMT3A, FLT3, KIT, KRAS, NPM1, NRAS, TP53, WT1 genes mutations frequency in AML with unspecified, 
normal and aberrant karyotype and Metzeler K.Н. et al. research [10], 2016

Вариант кариотипа /
Karyotype

Частота мутаций в исследованных генах, % / Mutation frequency, %
ASXL1 DNMT3A FLT3 KIT KRAS NPM1 NRAS TP53 WT1

Неуточненный/Unspecified 12,5 11,1 10,8 15,0 –* – 5,3 3,6 11,1
Нормальный/ Normal [38] – 8,3 22,0 16,7 22,2 50,0 13,0 3,1 4,5
Аберрантные/ Aberrant [36] – – 9,6 14,3 – – 19,2 18,4 3,6
Metzeler K.Н. et al., 2016 [10] 11,0 31,0 39,0 4,0 6,0 33,0 22,0 9,0 13,0

* «–» — исследование не проводилось / *«–» — not applicable.

Установлено, что с максимальной частотой (15,0%) 
среди исследованных генов при ОМЛ с неуточнен-
ным кариотипом определялись мутации в гене KIT, 
что соответствовало средним частотам генетических 
изменений гена KIT при ОМЛ с нормальным и абер-
рантными кариотипами (F=1,0). Однако в исследова-
нии Metzeler K.Н. и соавт. [10] мутации в гене KIT 
при ОМЛ определялись с существенно более низкой 
частотой — 4,0% (таблица 3). По-видимому, это об-
условлено высокой частотой выявления в исследуе-
мых нами подгруппах трансверсии с.1621A>C, кото-
рая, по данным литературы, не имеет самостоятель-
ного патогенетического и прогностического значе-
ния в онкогенезе ОМЛ [37]. В пользу этой гипотезы 
свидетельствует тот факт, что кооперация указанной 
несинонимичной трансверсии с другими генетиче-
скими аномалиями при ОМЛ как с нормальным, так 
и аберрантными кариотипами, носила случайный ха-
рактер [36, 38]. Следовательно, при исследовании 

частоты генетических изменений при ОМЛ транс-
версию с.1621A>C и другие мутации в гене KIT не-
обходимо учитывать раздельно.

Мутации в гене ТР53 в исследуемой группе паци-
ентов выявлялись, напротив, с минимальной часто-
той (3,6%), которая совпадала с таковой при ОМЛ с 
диплоидией и была существенно ниже частоты му-
таций ТР53 при ОМЛ с аберрантными кариотипами 
(F=0,124) [36, 38]. В исследовании Metzeler K.Н. и со-
авт. [10] мутации в гене TP53 определялись с часто-
той 9,0%, что соответствовало средней кумулятивной 
частоте мутаций гена в подгруппах ОМЛ с нормаль-
ным и аберрантными кариотипами (таблица 3). 

Частота мутаций в гене FLT3 при ОМЛ с неуточ-
ненным кариотипом наоборот, совпадала со средней 
частотой мутаций указанного гена при ОМЛ с абер-
рантными кариотипами, хотя была ниже, чем при 
ОМЛ с диплоидией (F=0,233, таблица 3). В целом, 
она была также ниже, чем в исследовании Metzeler 
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K.Н. и соавт. [10], при этом статистически достовер-
ной разницы выявлено не было.

Мутации в экзонах 1-4 гена NRAS в исследуемой 
выборке определялись с невысокой частотой (5,3%), 
которая оказалась ниже, чем в группах больных 
ОМЛ с нормальным и аберрантными кариотипами 
(F=0,222), а также в исследовании Metzeler K.Н. и 
соавт. (таблица 3) [10, 36, 38]. По-видимому, указан-
ные различия, статистически незначимые, обуслов-
лены малым размером исследуемой выборки.

Особого внимания заслуживали делеции экзона 
8 гена WT1, определявшиеся в подгруппе больных 
ОМЛ с неуточненным кариотипом в двух наблюде-
ниях (11,1%). Оказалось, что в обоих случаях они 
выявлялись у больных с предшествующей гемато-
логической патологией (ОМЛ М2, диагностирован-
ный после апластической анемии, ОМЛ М2 в исхо-
де эссенциальной тромбоцитемии). В исследован-
ной ранее группе больных с аберрантным кариоти-
пом [36] делеция экзона 8 гена WT1 также определя-
лась у одного больного ОМЛ М2 в исходе миелоди-
спластического синдрома с делецией длинного плеча 
хромосомы 5 (так называемый синдром 5q-). В груп-
пе ОМЛ с нормальным кариотипом [38] аналогичная 
делеция в гене WT1 определялась в одном биообраз-
це аспирата костного мозга от больного ОМЛ М5b 
с инсерцией в экзоне 12 гена NPM1, и являлась, по-
видимому, вторичным генетическим событием в он-
когенезе лейкоза. В целом, частота определения му-
таций в гене WT1 при ОМЛ с неуточненным кари-
отипом оказалась близкой к аналогичному показате-
лю, установленному в исследовании Metzeler K.Н. и 
соавт. (таблица 3) [10]. 

В четырех наблюдениях при ОМЛ с неуточнен-
ным кариотипом определялись по две функциональ-
но значимые мутации в исследованных генах (9,8%, 
при 95% ДИ от 3,9 до 22,5%, таблица 2). Однако в 
двух случаях, при ОМЛ М2 с тандемной дупликаци-
ей в экзоне 9 гена TP53 и ОМЛ М2 с несинонимич-
ной транзицией c. 1636A>G в гене KIT, второй функ-
ционально значимой мутацией являлась несинони-
мичная трансверсия c. 1621А>С в гене KIT, являю-
щаяся, предположительно, полиморфным аллель-
ным вариантом гена, не имеющим самостоятельно-
го патогенетического и прогностического значения 
при ОМЛ [37]. Следовательно, только в двух про-
бах из четырех определялось по два потенциаль-
но патогенетически значимых при ОМЛ молекуляр-
ных события: ОМЛ М5 с внутренней тандемной ду-
пликацией в гене FLT3 в сочетании с делецией в ге-
не KIT и ОМЛ М2 в исходе ХМПЗ с делецией в гене 
WT1 в сочетании с несинонимичной заменой в гене 
DNMT3A.

Необходимо отметить, что согласно литературным 
данным [2, 9, 10, 12, 13, 43], наличие мутаций в ге-

нах ASXL1, DNMT3A, FLT3, NRAS, ТР53 и WT1 яв-
ляется прогностически неблагоприятным молеку-
лярным предиктором при ОМЛ. Следовательно, вы-
явление криптических мутаций в указанных генах 
при ОМЛ с неуточненным кариотипом позволяло во 
всех указанных случаях (n=10, 24,4%, при 95% ДИ 
от 13,8 до 39,3%, таблица 2) определить прогноз от-
вета опухоли на проведение стандартной полихими-
отерапии и общей вероятностной выживаемости па-
циентов. При этом прогностическое значение коопе-
рации несинонимичной трансверсии c. 1621А>С с 
несинонимичной транзицией c. 1636A>G в гене KIT, 
выявляемых одновременно при ОМЛ М2, подлежит 
дополнительному исследованию. Во всех остальных 
случаях прогноз общей выживаемости пациентов с 
криптическими мутациями в исследованных генах 
изменялся с неопределенного на неблагоприятный.

Таким образом, применение технологии прямого 
автоматичского секвенирования для детекции крип-
тических генных мутаций при ОМЛ с неуточнен-
ным кариотипом может использоваться в практиче-
ской онкогематологии в качестве дополнительного 
молекулярно-генетического теста как для определе-
ния прогноза ответа лейкемического клона на стан-
дартную программную полихимиотерапию [43], так 
и разработки персонализированных программ про-
тивоопухолевого лечения, включающих назначе-
ние таргетных препаратов, специфичных к ключе-
вым молекулярным повреждениям при ОМЛ, напри-
мер, ингибиторов тирозинкиназ при FLT3 ITD [17, 
44, 45].

Выводы
1. Кумулятивная частота детекции функционально 

значимых мутаций генов ASXL1, DNMT3A, FLT3, 
KIT, NRAS, TP53 и WT1 при ОМЛ с неуточненным 
кариотипом с использованием технологии прямого 
автоматического секвенирования составляла 26,8%.

2. В группе ОМЛ с неуточненным кариотипом сред-
ние частоты мутаций генов KIT, ASXL1, DNMT3A, 
WT1 и FLT3 находились в диапазоне 10,8–15,0%, что 
подтверждало ее смешанный характер.

3. Частота обнаружения множественных (две и бо-
лее) криптических генных мутаций при ОМЛ с не-
уточненным кариотипом составляла 9,8%, при этом 
наиболее часто в кооперации участвовали мутации 
гена KIT (за счет трансверсии c. 1621А>С).

4. Применение прямого автоматического секве-
нирования позволило определить прогноз у 24,4% 
больных ОМЛ с неуточненным кариотипом за счет 
выявления функционально и патогенетически значи-
мых молекулярных повреждений генов FLT3, WT1, 
ASXL1, DNMT3A, NRAS и ТР53. Прогноз стандарт-
ного полихимиотерапевтического лечения больных 
ОМЛ при этом изменялся с неопределенного на не-
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благоприятный.
5. Технология прямого автоматического секвениро-

вания может использоваться для разработки персо-
нализированных программ лечения больных ОМЛ, 
включающих применение таргетных химиопрепара-
тов, специфичных к некоторым молекулярным ми-
шеням, например, внутренним тандемным дуплика-
циям в гене FLT3.
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