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Методом прямого автоматического секвенирования изучали онкогенный потенциал мутаций гена c-Kit в экзонах 
7–12 и 16–19 гена у 67 больных c впервые выявленными формами острого миелоидного лейкоза (ОМЛ). Кроме того, 
56 проб дополнительно обследованы на наличие инсерций в экзоне 12 гена NPM1 молекулярно-генетическим и имму-
ногистохимическим методами. Частота функционально значимых мутаций в гене с-Kit составила 13,4 % (n=9), из них 
5 – в группе больных ОМЛ в возрасте 15–45 лет (15,2 %), 4 – у пациентов пожилого и старческого возраста (11,8 %). 
То есть частота мутаций гена c-Kit у больных в зависимости от возрастной принадлежности статистически не отли-
чалась. В трех пробах выявлены инсерции в гене NPM1 (5,4 %). Однако методом компьютерного моделирования с 
использованием распределенной сети предсказания структуры показано, что онкогенным потенциалом среди выяв-
ленных молекулярных изменений обладали лишь миссенс-мутация с. 2447 A>Т, а также инсерции и делеции экзонов 
10 и 11 (6,0 %, n=4). При этом наиболее часто встречающаяся несинонимичная трансверсия с. 1621 A>С (7,5 %, n=5), 
как изолированная, так и в сочетании с транзицией с. 1636 А>G, не оказывала какого-либо существенного влияния 
на третичную структуру и не приводила к спонтанной активации белка c-Kit. Прогностическое значение выявленных 
мутаций в гене c-Kit при ОМЛ было неблагоприятным, однако применение ингибиторов тирозинкиназ имеет клиниче-
ские перспективы наряду с высокодозной химиотерапией и аллогенной трансплантацией костного мозга. 

Ключевые слова: острый миелоидный лейкоз, ген c-Kit, молодой возраст, пожилой и старческий возраст, секве-
нирование, моделирование структуры белка 

Direct automatic sequencing was used to study the oncogenic potential of mutations of the c-Kit gene in exons 7–12 and 
16–19 of the gene in 67 patients with newly identified forms of acute myeloid leukemia (AML). Besides, 56 samples were 
additionally tested for insertion in exon 12 of the NPM1 gene using molecular genetic and immunohistochemical methods. 
The frequency of functionally significant mutations in the c-Kit gene was 13.4 % (n=9), 5 of which were in the group of AML 
patients aged 15–45 years (15.2 %), 4 – in elderly patients (11.8 %). That is, the frequency of mutations of the c-Kit gene 
in patients, depending on age, did not differ statistically significantly. Three samples revealed insertions in the NPM1 gene 
(5.4 %). However, by computer modeling using Protein Homology/AnalogY Recognition Engine, it was shown that only the 
missense mutation of с. 2447 A>T, as well as insertions and deletions of exons 10 and 11 (6.0  %, n=4) had oncogenic 
potential among the detected molecular changes. At the same time, the most common non-synonymous transversion of  
c. 1621 A>C (7.5 %, n=5), both isolated and combined with the transit of c. 1636 A>G, did not have any significant effect on 
the structure and did not lead to spontaneous activation of the c-Kit protein. The prognostic impact of detected mutations in 
the c-Kit gene in AML was unfavorable, but the use of tyrosine kinase inhibitors has clinical prospects along with high-dose 
chemotherapy and allogeneic bone marrow transplantation.
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ВОЗ	–	Всемирная организация здравоохранения
ДИ	 –	доверительный интервал
ОМЛ	–	острый миелоидный лейкоз

ПЦР	 –	полимеразная цепная реакция
РНК	 –	рибонуклеиновая кислота
JM-домен	–	юкстамембранный домен

Впатогенезе острых миелоидных лейкозов 
(ОМЛ) ключевую роль играют генетические 
аномалии, возникающие при злокачествен-

ной трансформации кроветворных клеток. Это 
могут быть как точечные генные мутации, затра-
гивающие одну пару нуклеотидов (несинонимич-
ные замены, инсерции, делеции), так и крупные 
хромосомные перестройки, вовлекающие от 
фрагмента одной до нескольких хромосом. Как 
правило, для развития лейкоза недостаточно 
одного генетического события, поэтому боль-
шое значение в молекулярной диагностике уде-
ляется исследованию комбинаций мутаций на 
разных стадиях онкогенеза. При этом детекция 
тех или иных генных и хромосомных мутаций и 
оценка их молекулярных последствий является 
важным предиктором ответа опухоли на лече-
ние и активно используется при планировании 
высокодозной, таргетной химиотерапии, транс-
плантации костного мозга, а также при ведении 
пациентов в посттрансплантационном периоде 
[1–3]. 

Цель исследования – проанализировать онкоген-
ный потенциал мутаций в гене c-Kit у больных остры-
ми миелоидными лейкозами молодого, пожилого и 
старческого возрастов с использованием распреде-
ленной сети предсказания структуры белка.

Материал и методы. В исследование включены 
67 больных ОМЛ, проходивших лечение в гемато-
логическом отделении ГАУЗ СО «Свердловская об-
ластная клиническая больница № 1» с 2010 по 2019 г. 
Среди пациентов в возрасте от 15 до 45 лет было 33 
человека, от 60 лет и старше – 34; мужчин – 33, жен-
щин – 34. 

Диагностика ОМЛ осуществлялась в соответствии 
с международными рекомендациями на основании 
клинического анализа крови, цитологического и ци-
тохимического анализа аспирата костного мозга, им-
мунофенотипирования. Морфологический вариант 
лейкоза определяли в соответствии с классифика-
цией ВОЗ [1, 2]. В соответствии с ней в исследуемой 
группе с морфологическим вариантом М0 наблюда-
лись трое пациентов, М1 – 4, М2 – 30, М3 – 4, М4 – 17, 
М4эо  – 2, М5  – 2, М6  – 2, М7  – 1, острый миелофи-
броз  – 1, бластная плазмацитоидная дендритокле-
точная опухоль – 2.

Во всех случаях для уточнения генетических ха-
рактеристик опухолевых клеток проводили их цито-
генетическое и/или молекулярно-генетическое ис-
следование – ПЦР в реальном времени для детекции 
химерных РНК-транскриптов t(8;21), t(9;22), t(11;19), 
t(15;17), inv(16). В результате больные стратифици-
ровались в следующие генетические подгруппы: 1) 
с вышеуказанными специфическими аномалиями 
хромосом; 2) с прочими структурными аберрациями;  
3) анеуплоидия; 4) комплексные хромосомные ано-

малии; 5) делеция либо моносомия по хромосоме 5; 
6) нормальный кариотип. Если вариант мутации ци-
тогенетическим и ПЦР-методами уточнить не удава-
лось, пациенты распределялись в подгруппу с неу-
точненным вариантом генетических повреждений [4]. 

Исследование изменений в гене c-Kit осущест-
влялось в образцах периферической крови и кост-
ного мозга, содержащих опухолевые клетки в кон-
центрации от 1000/мкл и выше, методом прямого 
автоматического секвенирования на платформах 
ABI Prism 310 и 3130 Genetic Analyzer. Детекцию 
мутаций осуществляли в кодирующих последова-
тельностях экзонов 7–12 и 16–19 с использованием 
специально разработанных праймеров [5]. Кроме 
того, 56 проб были дополнительно протестированы 
на наличие мутаций в экзоне 12 гена NPM1 молеку-
лярно-генетическим и иммуногистохимическим ме-
тодами. 

Моделирование третичной структуры белков 
проводили с использованием распределенной сети 
предсказания структуры Protein Homology/AnalogY 
Recognition Engine (Phyre) версия 2.0 в режиме «In-
tensive». В качестве референтной использована по-
лученная для белка c-Kit методом рентгеноструктур-
ного анализа с разрешением 2,90 Å модель 1PKG из 
Protein Data Bank (PDB 1PKG). Структуры мутантных 
вариантов белка c-Kit моделировали на основе полу-
ченных при секвенировании нуклеотидных последо-
вательностей для каждой положительной пробы. Для 
визуализации и анализа использовали программное 
обеспечение PyMol версия 2.3.4.

Статистическую обработку средних частот гене-
тических событий проводили на основе биномиаль-
ного распределения с использованием доверитель-
ных интервалов.

Результаты и обсуждение. Изменения в коди-
рующей последовательности экзонов 7–12 и 16–
19 гена c-Kit по сравнению с референтной NM_000222 
(GeneBank) в материале от больных ОМЛ определе-
ны в 13 пробах пациентов в возрасте моложе 45 лет 
(39,4 %, при 95 % ДИ от 24,7 до 56,3 %). Среди них 
в одном случае выявлялась несинонимичная нукле-
отидная замена с. 2447 А>T (3,0 %, при 95 % ДИ от 
0,5 до 15,3 %), в двух – делеция (6,1 %, при 95 % ДИ 
от 1,7 до 19,6 %) протяженностью с 1529 по 1774 по-
зиции нуклеотидов, соответствующая экзонам 10 и 
11, в одном – инсерция протяженностью 280 нукле-
отидов, начиная с позиции 1776, соответствующая 
интрону 11 (3,0 %, при 95 % ДИ от 0,5 до 15,3 %), в 
двух  – несинонимичная трансверсия с. 1621 A>С в 
сочетании с синонимичной с. 2586 G>C (6,1 %, при 
95 % ДИ от 1,7 до 19,6 %), в восьми – различные си-
нонимичные замены (24,2 %, при 95 % ДИ от 14,8 до 
37,0 %). В группе больных ОМЛ старшей возрастной 
группы (60  лет и старше) мутации в экзонах 7–12 и 
16–19 гена c-Kit также выявлены в 13 пробах (38,2 %, 
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при 95  % ДИ от 23,9 до 55,0  %). Среди 
них в одном случае выявлялась неси-
нонимичная нуклеотидная транзиция с. 
1636 А>G в сочетании с несинонимичной 
трансверсией с. 1621 A>С и синонимич-
ной заменой c. 1821 T>C (2,9 %, при 95 % 
ДИ от 0,5 до 14,9 %), в одном – делеция, 
соответствующая экзонам 10 и 11 (2,9 %, 
при 95 % ДИ от 0,5 до 14,9 %), в двух – не-
синонимичная трансверсия с. 1621 A>С в 
сочетании с синонимичной с. 2586 G>C 
(5,9 %, при 95 % ДИ от 1,6 до 19,1 %), в 
девяти  – различные синонимичные за-
мены (26,5  %, при 95  % ДИ от 14,6 до 
43,1  %). В целом наиболее часто среди 
функционально значимых мутаций в ис-
следуемой группе выявлялась замена с. 
1621 A>С, определявшаяся в 5 пробах 
(7,5 %, при 95 % ДИ от 3,2 до 16,3 %). Од-
нако, по данным литературы, она являет-
ся полиморфным аллельным вариантом 
и не имеет патогенетического значения в развитии 
опухолей [6, 7]. Выявленные синонимичные заме-
ны c. 1638 A>G (n=9, 13,4 %, при 95 % ДИ от 7,2 до 
23,6 %), c. 2586 G>C – (n=7, 13,4 %, при 95 % ДИ от 
5,2 до 20,0 %) и c. 2394 C>T (n=1, 1,5 %, при 95 % ДИ 
от 0,2 до 8,0 %) не приводят к изменению структуры 
кодируемого белка, а потому также не могут рассма-
триваться как генетические события, являющиеся 
драйверными в лейкомогенезе. 

Инсерции в экзоне 12 гена NPM1 определялись в 
3 биообразцах (5,4 %, при 95 % ДИ от 1,8 до 14,6 %) 
при ОМЛ М1 с заменами с. 1621 A>С и с. 2586 G>C 
с-KIT, ОМЛ М4 с полиморфизмом c. 2394 C>T, а так-
же ОМЛ М4 с делецией n. Del. 1529–1774 в сочетании 
с несинонимичной заменой с. 2586 G>C. В двух слу-
чаях при морфологическом варианте М4 пациенты 
были из группы 15–45 лет, в одном, при М1, – старше 
60 лет. В прочих исследованных пробах изменения в 
гене NPM1 не выявлялись.

Для проверки предположения, что выявленные 
миссенс-мутации, делеции и инсерция могут обла-
дать онкогенным потенциалом, проведено компью-
терное моделирование структуры мутантного c-Kit с 
использованием распределенной сети предсказания 
структуры белка. 

Оказалось, что миссенс-мутация с. 2447 A>Т, 
выявленная у больной молодого возраста с ОМЛ 
М4 и трисомией хромосом 4 и 21, приводящая к 
замене остатка аспарагиновой кислоты на валин в 
положении 816 активационной петли (p. 816 D>V), 
индуцировала структурные нарушения двух типов. 
Их можно определить как эффекты ближнего дей-
ствия, влияющие на непосредственное окружение 
«горячей точки» на расстоянии менее 10 Å, и даль-
нодействующие, когда структурное возмущение 
затрагивает удаленные области в последователь-
ности белка. К первым относится локальное изме-
нение структуры активационной петли, заключа-
ющееся в нарушении формирования водородной 
связи между Asp816 и Asn819, приводящее к раз-
вертыванию 310-спирали (рис. 1). Это небольшой 
участок A-петли, включающий остатки аминокислот 
в положениях 817–819 и служащий для стабилиза-
ции петли в «закрытой» конформации, характерной 
для аутоингибированного состояния. Лиганд-зави-
симая активация c-Kit «дикого» типа сопровождает-
ся аналогичным развертыванием спирали в β-цепь, 
что повышает гибкость активационной петли и спо-
собствует ее переходу в «открытую» конформацию. 

При мутации p. 816 D>V структура А-петли исходно 
не содержит 310-спираль и способна к спонтанной 
активации вне зависимости и наличия лиганда и ди-
меризации рецептора.

Дальнодействующий эффект замены p. 816 D>V 
заключался в важной структурной перестройке юк-
стамембранного (JM) домена на расстоянии более  
15 Å от локализации точечной мутации. Это явление 
исследовано in silico методом молекулярной дина-
мики и проявляется в дрейфе сегмента JM-S от ис-
ходного положения вблизи C-домена [8, 9]. Оно 
может способствовать спонтанной транспозиции JM-
региона за пределы каталитически активной области, 
что приводит к высвобождению сайтов фосфорили-
рования и связывания с субстратом и инициирует 
переход белка c-Kit в активное состояние. Возмож-
ное объяснение эффекта заключается в ослаблении 
сети стабилизирующих взаимодействий между JM-
доменом и N- и C-тирозинкиназными доменами при 
мутации p. 816 D>V.

Описанные структурные нарушения в области 
входа в активную область белка обусловливают 
резистентность ОМЛ с p. 816 D>V к таргетной те-
рапии иматинибом из-за невозможности коррект-
ного связывания молекулы препарата с целевыми 
остатками аминокислот. Вместе с тем опухолевые 
клетки могут быть химиочувствительными к таким 
ингибиторам тирозинкиназ, как понатиниб и нило-
тиниб [10].

Еще в одном случае при ОМЛ М2 у больного 
старческого возраста в биоматериале одновремен-
но присутствовали две несинонимичные замены 
c. 1621 A>C и c. 1636 A>G, а также синонимичная 
транзиция c. 1821 T>С, при этом каких-либо хро-
мосомных мутаций с использованием ПЦР-метода 
выявлено не было, а кариотип лейкозных клеток 
уточнить не удалось из-за отсутствия в препарате 
качественных метафазных пластинок. Известно, что 
трансверсия с. 1621 A>С локализована в экзоне 10 
и приводит к замене остатка метионина на лейцин в 
положении 541 (p. 541 M>L). Он локализован в тер-
минальном отделе α-спирали трансмембранного 
домена, при этом 3D-моделирование показало, что 
боковые цепи аминокислот как нормального (рис. 
2А), так и мутантного белков (рис. 2Б) не участвуют 
в каких-либо стабилизирующих взаимодействиях. 
Это подтверждает значение замены c. 1621 A>C как 
аллельного полиморфизма, не играющего роли в он-
когенезе острых лейкозов.

Рис. 1. Структура активационной петли c-Kit WT, включающая 310-спираль 
(А) и нарушение ее формирования при D816V (Б). Пунктирными 

линиями обозначены водородные связи, важные для сохранения 
аутоингибированного состояния белка
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Вторая миссенс-мутация – транзиция с. 1636 А>G 
также была локализована в экзоне 10 и поврежда-
ла остаток лизина в положении 546, относящийся к 
трансмембранному домену. Компьютерное модели-
рование показало, что мутация не оказывает суще-
ственного воздействия на третичную структуру белка 
и процессы димеризации, а также не является акти-
вирующей (рис. 2А). Таким образом, обе выявленные 
миссенс-мутации в экзоне 10 c-Kit не являются «горя-
чими» точками мутагенеза и могут не учитываться при 
рутинном скрининге.

Выявленные у больных ОМЛ М4 с диплоидией и 
инсерцией NPM1 в возрасте 35 лет и М5 с неуточ-
ненным кариотипом в возрасте 63 лет делеции n. Del. 
1529–1774 в гене c-Kit повреждали весь экзон 10 и 
часть экзона 11, кодирующие трансмембранный и юк-
стамембранный домены. Моделирование их влияния 
на структуру белка c-Kit представлено на рисунке 3. 
Отсутствие JM-домена не позволяет белку сохранять 
аутоингибированное состояние, при этом взаимная 
ориентация N- и C-концевых тирозинкиназных доме-
нов не нарушена, активационная петля находится в 
активной конформации, что свидетельствует в поль-
зу возможности сохранения каталитической актив-
ности. С другой стороны, отсутствие трансмембран-
ного домена ставит под сомнение способность белка 
сохранять правильное внутриклеточное положение и 
участвовать в формировании активирующих путей. 
Вопрос функциональной активности мутантного бел-
ка при подобных молекулярных повреждениях требу-
ет дополнительного исследования с использованием 
методов молекулярной динамики. Интересно, что в 
обоих случаях выявленные делеции n. Del. 1529–1774 
сочетались с однонуклеотидным полиморфизмом  
с. 2586 G>C (р. 862 L>L) и могли быть обусловлены 
нарушениями сплайсинга.

Инсерция в экзонe 10 c-Kit, выявленная у моло-
дой больной бластной плазмоцитоидной дендри-
токлеточной опухолью c кариотипом 48, XX, add(1)
(p36), +6, +8, локализовалась в том же участке гена, 
что и вышеописанные делеции. Соответственно 
также нарушался механизм ингибирования ауто-
фосфорилирования рецептора, однако при сохра-
нении структуры трансмембранного домена. Сле-
довательно, в указанном случае также необходимо 
рассмотрение возможности применения ингибито-
ров тирозинкиназ для таргетного воздействия на 
молекулярное повреждение.

При проведении программной химиотерапии 
цитарабином в сочетании с антрациклинами нали-
чие патогенетически значимых мутаций в гене c-Kit 
в большинстве случаев ассоциировалось с небла-
гоприятным прогнозом ОМЛ. Морфологические 

варианты при этом соответство-
вали М4, М5 и бластной плазмо-
цитоидной дендритоклеточной 
опухоли. Медиана общей выжи-
ваемости больных не превышала 
6 месяцев. В трех случаях отме-
чена первичная резистентность 
(в том числе при наличии в лей-
козных клетках инсерции в экзоне 
12  гена NPM1), еще в одном при 
ОМЛ М4 с трансверсией с. 2447 
A>Т выполнена тандемная гапло-
идентичная трансплантация кост-
ного мозга в первой ремиссии, ее 
продолжительность в настоящее 
время составила 45 месяцев.

Рис. 2. Структура терминального отдела трансмембранного домена  
белка c-Kit WT (А) и в случае полиморфизма M541L (Б)

Рис. 3. Структура белка c-Kit при n. Del (1529; 1774). 
Зеленым и синим цветами выделены тирозинкиназные 

домены, красным отмечена активационная петля

Заключение. Таким образом, функционально 
значимые мутации в кодирующих последовательно-
стях экзонов 7–12 и 16–19 гена с-Kit выявлены ме-
тодом прямого автоматического секвенирования в 
9 исследованных биообразцах (13,4 %, при 95 % ДИ 
от 7,2 до 23,6  %), из них 5  – в группе больных ОМЛ 
в возрасте 15–45 лет (15,2 %, при 95 % ДИ от 6,7 до 
30,9 %), еще 4 (11,8 %, при 95 % ДИ от 4,7 до 26,6 %) – 
у пациентов пожилого и старческого возраста. В це-
лом частота мутаций гена с-Kit у больных в зависи-
мости от возрастной принадлежности статистически 
не отличалась. В 5,4 % наблюдений (при 95 % ДИ от 
4,7 до 26,6 %) дополнительно выявлялись инсерции в 
экзоне 12 гена NPM1.

С использованием 3D-моделирования показано, 
что онкогенным потенциалом обладали лишь мис-
сенс-мутация с. 2447 A>Т, а также инсерции и деле-
ции (всего 4 наблюдения, 6,0 %, при 95 % ДИ от 2,3 
до 14,4 %) гена с-Kit. При этом наиболее часто встре-
чающаяся трансверсия с. 1621 A>С (5 случаев, 7,5 %, 
при 95 % ДИ от 3,2 до 16,3 %), как изолированная, так 
и в сочетании с транзицией с. 1636 А>G, не имела па-
тогенетического значения при ОМЛ. 

Полученные результаты должны учитываться при 
разработке у больных ОМЛ молодого, пожилого и 
старческого возрастов персонализированных про-
грамм лечения, включающих назначение таргетной 
терапии, включая ингибиторы тирозинкиназ, высоко-
дозной химиотерапии и аллогенной трансплантации 
костного мозга.
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Выводы
1. Частота детекции патогенетически значимых 

мутаций в кодирующих последовательностях экзо-
нов 7–12 и 16–19 гена с-Kit у больных ОМЛ в возрасте 
15–45 и старше 60 лет не имела статистически досто-
верных отличий и составляла 6,0 %.

2. Онкогенный потенциал выявленных мутаций 
гена c-Kit подтвержден методом молекулярного мо-
делирования с использованием распределенной 
сети предсказания структуры белка.

3. Мутационный статус гена c-Kit должен учи-
тываться при разработке персонализированных 
программ лечения ОМЛ, включающих применение 
ингибиторов тирозинкиназ, высокодозную хими-
отерапию и аллогенную трансплантацию костного  
мозга.
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