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Резюме. Цель исследования — определить функ-
циональные последствия мутаций в гене FLT3 при 
острых миелоидных лейкозах у больных молодого и 
пожилого возраста с использованием распределен-
ной сети предсказания структуры белка. Материалы 
и методы исследования. Исследовали пробы костно-
го мозга и периферической крови 70 больных ОМЛ, 
в т.ч. 32 — в возрасте от 15 до 45 и 38 — от 60 до 
75 лет, проходивших лечение в Свердловском област-
ном онкогематологическом центре в период с 2009 по 
2017 г. В исследуемой группе с морфологическим ва-
риантом ОМЛ М0 наблюдалось трое пациентов, М1 
— 6, М2 — 30, М3 — 4, М4 — 18, М4эо — 2, М5 — 
3, М6 — 1, острый миелофиброз — 1, бластная плаз-
мацитоидная дендритоклеточная опухоль — 2. Детек-
цию мутаций гена FLT3 проводили методом прямого 
автоматического секвенирования по прямой и обрат-
ной последовательностям. Сопоставление сегментов, 
выравнивание и сравнение последовательностей ну-
клеотидов и аминокислот проводили с использовани-
ем программного продукта MEGA, v. 5.0. Результа-
ты исследования. Частота детекции патогенетиче-
ски значимых криптических мутаций в кодирующих 
последовательностях экзонов 18–26 гена 12–15 и 19–
21 гена FLT3 у больных ОМЛ в возрасте 15–45 и 60–
75 лет не имела статистически достоверных отличий 
и составляла в исследуемой группе 20,0%. Функцио-
нальная значимость выявленных мутаций гена FLT3 
подтверждена при помощи молекулярного моделиро-
вания их последствий с использованием распределен-
ной сети предсказания структуры белка. Определен 
механизм влияния выявленных мутаций на структуру 
и функциональные свойства белка Flt3 за счет нару-

Abstract. Aim: to estimate the functional implications 
of mutations in FLT3 gene in acute myeloid leukemia 
(AML) patients (pts) aged 15–45 and 60–75 years old 
using Protein Homology/AnalogY Recognition Engine. 
Materials and methods. Bone marrow and peripheral 
blood samples obtained from 70 AML pts (including 32 
aged 15 to 45 and 38 aged 60 to 75 years old), treated 
in Sverdlovsk Regional Hematological Centre during 
the period 2009–2017. Distribution of the pts according 
to classification was as follows: AML M0 — 3, M1 — 
6, M2 — 30, М3 — 4, M4 — 18, M4eo – 2, M5 — 3, 
M6 — 1, acute myelofibrosis – 1, blastic plasmacytoid 
dendritic cell neoplasm — 1. Detection of mutations in 
FLT3 gene performed by automatic direct sequencing 
technique. Sequencing realized using automatic genetic 
analyzers ABI Prism 310 (Applied Biosystems, USA) 
and 3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific 
Inc., USA). Results. The average frequency of prognostic 
significant mutations in FLT3 gene among the treated 
AML pts was 20.0%, including 7 cases (21.9%) in 
young pts and 7 cases (18.4%) in old pts. Functional 
implications of mutations in FLT3 gene confirmed using 
Protein Homology/AnalogY Recognition Engine. The 
mechanism of the mutation effect of mutations on the 
structure and functional properties of the protein Flt3 
due to violations autoinhibitory conformation of the 
molecule with subsequent ligand-independent activation 
of the catalytic domains. Therefore, mutation status of 
the FLT3 gene should be considered for the development 
of personalized programs for the treatment of AML, 
including the use of tyrosinekinase inhibitors of types I 
and II, determining the medical indications for high-dose 
polychemotherapy, bone marrow transplantation and 
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шений аутоингибированной конформации молекулы 
с последующей лиганд-независимой активацией ка-
талитических доменов. Следовательно, мутационный 
статус гена FLT3 необходимо учитывать для разра-
ботки персонализированных программ лечения ОМЛ, 
включающих применение ингибиторов тирозинки-
наз I и II типов, определении медицинских показаний 
к высокодозной полихимиотерапии, трансплантации 
костного мозга и паллиативному лечению. 

Ключевые слова: мутация, острый миелоидный 
лейкоз, ген FLT3, прямое автоматическое секвениро-
вание, распределенная сеть предсказания структуры 
белка

palliative treatment.
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Острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) представля-
ют собой гетерогенную группу злокачественных но-
вообразований системы крови, характеризующих-
ся клональной пролиферацией в костном мозге и не-
которых других тканях и органах, подвергшихся 
опухолевой трансформации кроветворных клеток-
предшественниц, несущих поверхностные, цитоплаз-
матические и ядерные миелоидные маркеры, что об-
условливает развитие клинико-лабораторной симпто-
матики костномозговой недостаточности [1–4].
Установлено, что злокачественная трансформация 

кроветворных клеток обусловлена возникновением 
мутаций в ряде ключевых генов, продукты которых 
приводят к нарушению молекулярных механизмов 
внутриклеточной сигнализации, регуляции клеточно-
го цикла и программированной гибели, что обусловли-
вает нарушение процессов пролиферации, дифферен-
цировки клеток и экспансию опухолевого клона [6–8]. 
Согласно результатам современных исследований, 

к генам, наиболее часто мутирующим при ОМЛ, от-
носятся FLT3 (39%), NPM1 (33%), DNMT3A (31%), 

NRAS (22%), WT1 (13%), TP53 (9%) и другие. Соот-
ветственно, основные патогенетически значимые для 
развития ОМЛ мутации распределяются на несколь-
ко классов: активационные повреждения клеточных 
сигнальных путей (FLT3, NRAS, KIT), нуклеофозми-
на (NPM1), аппарата метилирования ДНК (DNMT3A, 
WT1), программированной клеточной гибели (TP53) 
и другие [9–11]. Однако до настоящего времени де-
текция генных мутаций при ОМЛ не нашла широкого 
применения в организациях практического здравоох-
ранения при оказании медицинской помощи больным 
онкогематологического профиля. 

Цель исследования — определить функциональ-
ные последствия мутаций в гене FLT3 при острых ми-
елоидных лейкозах у больных ОМЛ молодого и пожи-
лого возраста с использованием распределенной сети 
предсказания структуры белка.

Материалы и методы исследований
Исследовали пробы костного мозга и перифериче-
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ской крови 70 больных ОМЛ в возрасте от 15 до 75 
лет, проходивших лечение в Свердловском област-
ном онкогематологическом центре в период с 2009 
по 2017 г. Среди пациентов в возрасте от 15 до 45 бы-
ло 32 человека, от 60 до 75 лет — 38. В исследование 
было включено эквивалентное количество мужчин и 
женщин (по 35). Во всех случаях было получено до-
бровольное информированное согласие больных на 
исследование.
Диагностику ОМЛ осуществляли, в соответствии с 

рекомендациями ВОЗ [6–9], на основании клиниче-
ской картины, цитологического анализа крови и кост-
ного мозга, цитохимического и иммунофенотипиче-
ского исследования. По медицинским показаниям вы-
полняли трепанобиопсию подвздошной кости с по-
следующим гистологическим и иммуногистохими-
ческим исследованием [12]. Морфологический ва-
риант ОМЛ определяли согласно франко-американо-
британской (FAB) классификации [7, 13]. В соответ-
ствии с этим, в исследуемой группе с морфологиче-
ским вариантом М0 наблюдалось трое больных, М1 
— 6, М2 — 30, М3 — 4, М4 — 18, М4эо — 2, М5 — 
3, М6 — 1, острый миелофиброз — 1, бластная плаз-
мацитоидная дендритоклеточная опухоль — 2.
В исследуемой группе всем пациентам выполнено 

цитогенетическое и/или молекулярно-генетическое 
исследование (полимеразная цепная реакция — ПЦР 
в реальном времени на t(8;21), inv(16), t(9;22), ано-
малии 11q23), на основании результатов которых они 
распределялись, в зависимости от характера выявлен-
ных хромосомных аберраций, в подгруппы аберрант-
ного, диплоидного и неуточненного кариотипа [7, 14]. 
Детекцию криптических генных мутаций в кодиру-

ющих последовательностях экзонов 12–15 и 19–21 ге-
на FLT3 осуществляли с использованием технологии 
прямого автоматического секвенирования. Праймеры, 
использованные для детекции указанных мутаций, 
описаны нами ранее [15–17].
Осуществляли выделение тотальной РНК из лей-

козных бластов с последующей обратной транс-
крипцией и получением кДНК с использованием ре-
вертазы M-MLV и гексануклеотидных праймеров 
со случайной последовательностью нуклеотидов 
(«РЕВЕРТА-L», ФГБУН «ЦНИИ Эпидемиологии» 
Роспотребнадзора, РФ). Участки кДНК, соответству-
ющие исследуемым экзонам указанных генов, ампли-
фицировали методом ПЦР [7]. Анализ продуктов ам-
плификации проводили методом электрофореза с по-
следующей детекцией в ультрафиолетовом трансил-
люминаторе [15–17]. 
Секвенирование амплифицированных фрагмен-

тов проводили на автоматических генетических ана-
лизаторах ABI Prism 310 (Applied Biosystems, США) 
и 3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific Inc., 
США) по прямой и обратной последовательностям 

согласно рекомендациям производителя. Сопоставле-
ние сегментов, выравнивание и сравнение последо-
вательностей нуклеотидов и аминокислот проводили 
с использованием компьютерной программы MEGA, 
версия 5.0 [18]. 
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 референcной для белка Flt3 ис-
пользована полученная методом рентгеноструктур-
ного анализа с разрешением 2,10 Å модель 1RJB из 
Protein Data Bank (PDB 1RJB). Структуры мутантных 
вариантов белка Flt3 моделировали на основе полу-
ченных при секвенировании нуклеотидных последо-
вательностей индивидуально для каждой положитель-
ной пробы. Для визуализации и анализа использовали 
программное обеспечение PyMol версия 1.3r1. [19, 20]
Статистическую обработку результатов исследо-

вания проводили с использованием программы для 
ЭВМ «Биомод» [27–29]. Проверку статистических 
гипотез проводили с использованием точного крите-
рия Фишера (F). Доверительные интервалы (ДИ) для 
средних частот мутаций генов определяли на основе 
биномиального распределения. [21].

Результаты исследования
Генетические изменения в экзонах 12–15 и 19–21 

гена FLT3 относительно референсной последователь-
ности NM_004119 были выявлены в 7 пробах боль-
ных ОМЛ в возрасте 15–45 лет (21,9%, при 95% ДИ 
от 11,0 до 38,8%), при морфологических вариантах 
М0, М2, М3 и М4 (таблица 1). Среди них в одном слу-
чае выявлялась несинонимичная нуклеотидная замена 
с. 1471 G>T (3,1%, при 95% ДИ от 0,5 до 15,7%), еще 
в одном — несинонимичная трансверсия с. 2522 A>T 
(3,1%, при 95% ДИ от 0,5 до 15,7%), в пяти (15,6%, 
при 95% ДИ от 6,8 до 31,7%) — внутренние тандем-
ные дупликациии (ITD) кодирующей последователь-
ности юкстамембранного и киназного доменов (та-
блица 1). В группе больных старшей возрастной груп-
пы (60–75 лет) мутации в экзонах 12–15 и 19–21 гена 
FLT3 также определены в 7 пробах (18,4%, при 95% 
ДИ от 9,2 до 33,4%), при морфологических вариантах 
М1, М4 и М5 (таблица 2). Среди них в одном случае 
выявлялась несинонимичная трансверсия с. 2479 A>T 
(2,6%, при 95% ДИ от 0,5 до 13,4%), в шести (15,8% 
при 95% ДИ от 7,5 до 30,4%) — внутренние тандем-
ные дупликациии и инсерции в кодирующей после-
довательности юкстамембранного и киназного доме-
нов. Точка дупликации и длина дуплицирующегося 
фрагмента при FLT3 ITD варьировала в каждом из ис-
следуемых образцов. В целом, они оказались наибо-
лее частыми функционально значимыми генными му-
тациями, выявленными в исследуемой группе. При 
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этом степень вовлечения юкстамембранного и тиро-
зинкиназного доменов белка Flt3 в структурные пе-
рестройки также отличалась, что, по данным литера-
туры, влияет на химиочувствительность опухолевых 
клеток к таргетному лечению ингибиторами тирозин-
киназ (ТКИ) I и II типа [19, 20, 22, 23]. 

Таблица 1
Характеристика мутаций гена FLT3, выявленных у 

больных ОМЛ в возрасте от 15 до 45 лет 
Table 1

FLT3 gene mutations in AML patients aged 15-45 
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 48 п.о./1758
 16 а.о./587

Юкстамембран-
ный домен, мо-

тив JM-S

ТКИ I 
типа

* здесь и далее п.о. — число пар оснований вставки, 
цифра через дробь указывает ее положение в коди-
рующей последовательности транскрипта гена / here 
and below п.o. — the number of base pairs of the insert, 
the digit through the fraction indicates its position in the 
coding sequence of the gene transcript; 
** а.о. — аминокислотные остатки, цифра через 
дробь указывает положение вставки в полипептид-
ной цепи / a.o. — amino acid residues, the digit through 
the fraction indicates the position of the insert in the 
polypeptide chain;

Таблица 2
Характеристика мутаций гена FLT3, выявленных у 

больных ОМЛ в возрасте от 60 до 75 лет
Table 2

FLT3 gene mutations in AML patients aged 60–75 
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KI

М1
Низкая мито-
тическая ак-

тивность

ITD
 54 п.о./1786
 18 а.о./596

Юкстамембран-
ный домен, мо-

тив JM-Z

ТКИ I 
типа

М4 Нормальный 
кариотип 

c. 2479 A>T
 I827F

Тирозинкиназ-
ный домен II

ТКИ II 
типа

М4 48, ХХ,+13,+14 
[6]/ 46, XX [5]

ITD
 21 п.о./1784

 7 а.о./595

Юкстамембран-
ный домен, мо-

тив JM-Z

ТКИ I 
типа

М5
Низкая мито-
тическая ак-

тивность

ITD
 27 п.о./1780

 9 а.о./594

Юкстамембран-
ный домен, мо-

тив JM-Z

ТКИ I 
типа

М1
Низкая мито-
тическая ак-

тивность

ITD
 18 п.о./1794

 6 а.о./598

Юкстамембран-
ный домен, мо-

тив JM-Z

ТКИ I 
типа

М4
47, XY, +8 

[11]/ 46, XY 
[9] 

ITD
 111 п.о./1843

 37 а.о./615

Тирозинкиназ-
ный домен I, 

β1-лист

ТКИ 
I ти-
па*

М4
Низкая мито-
тическая ак-

тивность

ITD
 27 п.о./1754

 9 а.о./585

Юкстамембран-
ный домен, мо-

тив JM-S

ТКИ I 
типа

* [23].

Компьютерное 3D-моделирование мутантной струк-
туры белка Flt3 с использованием распределенной се-
ти предсказания структуры белка Phyre v. 2.0 показа-
ло, что FLT3 ITD, выявленные при анализе проб мо-
лодых больных ОМЛ М4 (таблица 1), способствова-
ли существенному изменению конфигурации моти-
ва JM-S («switching motif») и в особенности — клю-
чевых 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 молодых пациентов с ОМЛ М3, не влияли на по-
ложение остатков тирозина, однако могли способство-
вать нарушению взаимодействия между αC-спиралью 
N-каталитического домена и мотивом JM-Z («zipper 
motif»), что особенно хорошо заметно в случае, затра-
гивающем шарнирную область домена — небольшой 
участок, включающий аминокислотные остатки в по-
ложениях 604-609 и отвечающий, наряду с застежкой 
между Tyr599 и Glu604, за корректную взаимную ори-
ентацию мотива JM-Z и αC-спирали (рис. 1Б). Подоб-
ное нарушение приводило к повышению вероятности 
спонтанного изменения положения юкстамембранно-
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го домена и лиганд-независимой активации катали-
тического центра белка. Аналогичная картина возни-
кала и в случае дупликации 51 нуклеотида, начиная с 
положения 1835, при этом последовательность встав-
ки была не полностью идентична основной последо-
вательности, поэтому корректнее говорить об инсер-
ции. Во всех случаях наличие FLT3 ITD приводило к 
нарушению комплементарного взаимодействия струк-
турных элементов, сохраняющих белок в аутоингиби-
рованном состоянии, и способствовало переходу бел-
ка Flt3 в активированную конформацию (DFG-in, свя-
занную с «открытым» положением активационной 
петли, не препятствующем взаимодействию катали-
тического центра с субстратом), что позволяет рас-
сматривать возможность применения в таких случаях 
таргетной терапии селективными ТКИ I типа [22, 23].

Рис. 1. Результаты моделирования третичной структу-
ры мутантных белков Flt3 при ОМЛ М4 (А), М3 (Б).
Fig.1. 3D modeling of mutated Flt3 protein structure in 
AML M4 (A), M3 (B) patients. 

Точечная мутация активационной петли c. 2522 
A>T, определявшаяся в образце от больного ОМЛ М2 
с t(8;21), приводила к нарушению системы водород-
ных связей, стабилизирующих ее в «закрытой» кон-
формации (DFG-out), характерной для аутоингиби-
рованного состояния. Являясь энергетически менее 
выгодной, она способствовала формированию кон-
формации DFG-in и активации тирозинкиназы (рис. 
2). Трансверсия c.1471G>T, выявленная в пробе при 
ОМЛ М2 с inv(16), обусловливала аминокислотную 
замену валина на лейцин в положении 491 во вне-
клеточном домене D5, участвующем в процессах ди-
меризации рецептора и генерации нисходящих акти-
вирующих сигналов. В этом случае, несмотря на из-
начальную интактность активационной петли, диме-
ризация приводила к фосфорилированию ключевых 
остатков тирозина и формированию ее «открытой» 
конформации, что также обусловливало чувствитель-
ность к ТКИ I типа.

Рис. 2. Активационная петля стабилизирована в «за-
крытой» конформации при помощи системы водо-
родных связей между функциональными группами 
аминокислотных остатков C-киназного домена и са-
мой петли.
Fig. 2. The activation loop is stabilized in «closed» 
conformation by the hydrogen bond system between 
functional groups of amino acid residues of the C-kinase 
domain and the loop itself.

У пожилых больных при различных морфологиче-
ских вариантах преобладающими (57,1% случаев) 
также являлись дупликации, нарушающие взаимодей-
ствие между αC-спиралью N-каталитического доме-
на и мотивом JM-Z. Кроме того, в одном случае ОМЛ 
М4 была выявлена так называемая non-JM-ITD, ло-
кализованная в β1-листе тирозинкиназного домена I 
и вызывавшая вторичные изменения в конфигурации 
юкстамембранного домена, ведущие к утере послед-
ним способности к аутоингибированию белка. Так-
же в одном случае ОМЛ М4 наблюдалась FLT3 ITD, 
способствовавшая изменению конфигурации моти-
ва JM-S и остатков тирозина Tyr589 и Tyr591. Объе-
диняет все эти мутации формирование активирован-
ной конформации (DFG-in) белка Flt3 и потенциаль-
ную чувствительность пациентов к таргетной терапии 
селективными ТКИ I типа. Однако, в одном случае 
ОМЛ М4 была выявлена точковая мутация тирозин-
киназного домена II, приводящая к замене изолейци-
на на фенилаланин в позиции 827. Мутации собствен-
но киназных доменов не затрагивают активационную 
петлю, но устраняют препятствие для свободного по-
ворота N-домена относительно C-домена и последую-
щей аутоактивации тирозинкиназы. Интактность пет-
ли в данном случае обусловливает наличие резистент-
ности к ИТК I типа при сохраненной чувствительно-
сти к ингибиторам II типа.
При проведении стандартной программной полихи-

миотерапии цитарабином в сочетании с антрацикли-
нами наличие функционально значимых мутаций в 
гене FLT3 ассоциировалось с неблагоприятным про-
гнозом ОМЛ. Медиана общей вероятностной выжи-
ваемости больных ОМЛ с мутациями в экзонах 12–15 
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и 19–21 гена FLT3 не превышала 12 месяцев. В двух 
случаях была зафиксирована первичная резистент-
ность опухоли, в пяти — ранняя летальность, еще в 
двух — рецидивы заболевания. При ОМЛ М2 с транс-
версией с. 1471 G>T зафиксирована смерть в ремис-
сии после второго курса консолидации.
Кроме того, в двух случаях при ОМЛ в возрасте 

15–45 лет (6,2%, при 95% ДИ от 1,8 до 20,2%) и в пя-
ти (13,2% при 95% ДИ от 5,8 до 27,4%) — 60–75 лет 
определялись синонимичные однонуклеотидные за-
мены с. 1683 A>G, не имеющие самостоятельного па-
тогенетического значения при злокачественных опу-
холях крови [16].

Обсуждение результатов
Таким образом, функционально значимые мутации 

в кодирующих последовательностях экзонов 12–15 
и 19–21 гена FLT3 были выявлены с использованием 
технологии прямого автоматического секвенирования 
в 14 исследованных биообразцах от (20,0%, при 95% 
ДИ от 12,3 до 30,8%), из них 7 — в группе больных 
ОМЛ в возрасте 15–45 лет (21,9%), еще 7 (18,4%) — 
у пациентов пожилого возраста. В целом, частота му-
таций гена FLT3 у больных молодого и пожилого воз-
раста статистически не отличалась.
Известно, что наличие некоторых криптических му-

таций в генах является прогностически неблагоприят-
ным молекулярным предиктором при ОМЛ [24–26]. 
Следовательно, их выявление при ОМЛ с благопри-
ятным, промежуточным и неуточненным цитогенети-
ческим прогнозом позволяло получить дополнитель-
ную оценку вероятности достижения молекулярной 
ремиссии и общей вероятностной выживаемости па-
циентов при проведении стандартной полихимиотера-

пии. При этом прогноз ОМЛ с криптическими генны-
ми мутациями FLT3 изменялся с благоприятного на 
промежуточный, а с промежуточного либо неуточнен-
ного — на неблагоприятный [8, 9, 12, 26].
Следовательно, необходимо учитывать полученные 

данные при планировании и разработке у больных 
ОМЛ молодого и пожилого возраста персонализиро-
ванных программ противоопухолевого лечения, вклю-
чающих назначение таргетных биофармацевтических 
препаратов, в т.ч. ингибиторов тирозинкиназ I и II ти-
пов, а также при определении медицинских показа-
ний к проведению трансплантации костного мозга и 
паллиативному лечению [12,23,27].

Выводы
1. Частота детекции патогенетически значимых 

криптических мутаций в кодирующих последователь-
ностях экзонов 18–26 гена 12–15 и 19-21 гена FLT3 у 
больных ОМЛ в возрасте 15–45 и 60–75 лет не име-
ла статистически достоверных отличий и составляла 
20,0%.
2. Функциональная значимость выявленных мута-

ций гена FLT3 подтверждена при помощи молекуляр-
ного моделирования их последствий с использовани-
ем распределенной сети предсказания структуры бел-
ка.
3. Мутационный статус гена FLT3 при ОМЛ необ-

ходимо учитывать для разработки персонализирован-
ных программ лечения, включающих применение ин-
гибиторов тирозинкиназ I и II типов, определении ме-
дицинских показаний к высокодозной полихимиоте-
рапии, трансплантации костного мозга и паллиатив-
ному лечению. 
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