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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬ. Определить мутации в генах KRAS и NRAS у па-
циентов с впервые диагностированной множественной 
миеломой (ММ) и классифицировать их в соответствии 
с  глубиной противоопухолевого ответа на  индукцион-
ную терапию по  трехкомпонентным схемам, включаю-
щим бортезомиб.

МАТЕРИАЛЫ И  МЕТОДЫ. В  исследование включено 
89 больных с впервые диагностированной ММ до начала 
противоопухолевого лечения. Среди них было 45  жен-
щин и  44  мужчины в  возрасте 30–82  года (медиана 
58,5 года). Диагноз ММ поставлен в соответствии с кри-
териями IMWG (2014). Плазматические клетки костного 
мозга (КМ) выделяли из аспирата с помощью градиентно-
го метода с  последующей иммуномагнитной селекцией 
по маркеру CD138. Мутации в генах KRAS и NRAS в клет-
ках КМ CD138+ определяли методом секвенирования 
по Сэнгеру. Для анализа мутаций в генах KRAS и NRAS 
использовали протеомные программы MutationTaster, 
Polyphen2, FATHMM-XF. У всех больных в первой линии 
назначалась противоопухолевая терапия по  трехком-
понентным схемам, включающим бортезомиб. Глубину 
ответа оценивали после проведения 6 циклов лечения 
по схемам PAD и VCD. Противоопухолевый ответ оцени-
вался согласно критериям IMWG (2016).

РЕЗУЛЬТАТЫ. Частота мутаций в генах семейства RAS 
составила 42  % (37/89). Анализу подвергнуты данные 
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ABSTRACT
AIM. To identify the KRAS and NRAS gene mutations in pa-
tients with newly diagnosed multiple myeloma (ММ) and to 
classify them according to the depth of antitumor response 
to bortezomib-based triplet induction therapy.

MATERIALS & METHODS. The trial enrolled 89 patients 
with newly diagnosed MM prior to chemotherapy. Among 
them, there were 45 women and 44 men aged 30–82 years 
(median 58.5 years). ММ was diagnosed according to IMWG 
criteria (2014). Bone marrow (BM) plasma cells were isolated 
from the aspirate using gradient method with subsequent 
immunomagnetic CD138 marker selection. The  KRAS and 
NRAS gene mutations in BM CD138+ cells were identified 
with Sanger sequencing method. The proteomic programs 
MutationTaster, Polyphen2, and FATHMM-XF were used 
for mutation analysis in the KRAS and NRAS genes. All pa-
tients received bortezomib-based triplet chemotherapy as 
first-line treatment. The response depth was assessed after 
completing 6 cycles of PAD and VCD regimens. Antitumor 
response was evaluated according to IMWG (2016) criteria.

RESULTS. The mutation rate in the gene family RAS was 
42  % (37/89). The analysis focused on the data from 33 
patients with mutations detected and response identified 
after 6 cycles of treatment. In 22 out of 33 patients, deep 
response was not achieved, whereas 11 patients showed 
complete remission (CR)  + very good partial remission 
(VGPR). In the group of patients without mutations in the 
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33  пациентов, у  которых обнаружены мутации и  изве-
стен ответ после 6 циклов лечения. У 22 из 33 пациен-
тов глубокий ответ не достигнут, в то время как у 11 — 
была документирована полная ремиссия (ПР)  + очень 
хорошая частичная ремиссия (охЧР). В  группе пациен-
тов без мутаций в генах семейства RAS ответ на тера-
пию, соответствующий критериям ПР  + охЧР, составил 
64 % (27/42). Различия оказались статистически значи-
мыми (p  =  0,008). На  основании клинических данных 
с оценкой результатов первичного лечения сформиро-
вана группа из 9 прогностически неблагоприятных му-
таций: NRAS Gly13Asp, Gln61His; KRAS Gly12Ala, Gly12Asp, 
Gly12Val, Gly13Asp, Gln61Arg, Gln61His, Ala146Val.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Мутации в  генах KRAS и  NRAS семей-
ства генов RAS отрицательно влияли на  эффектив-
ность индукционной терапии по  трехкомпонентным 
бортезомиб-содержащим схемам. Варианты мутаций 
в  генах семейства RAS различались по  уровню про-
гностической значимости. По  результатам проведен-
ного анализа выделены варианты мутаций, связанные 
с худшим ответом на терапию: NRAS Gly13Asp, Gln61His; 
KRAS  Gly12Ala, Gly12Asp, Gly12Val, Gly13Asp, Gln61Arg, 
Gln61His, Ala146Val.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: множественная миелома, 
мутации в генах KRAS и NRAS, трехкомпонентные 
схемы лечения на основе бортезомиба, плазма-
тические клетки CD138+.
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gene family RAS, the response to therapy meeting the CR + 
VGPR criteria was 64 % (27/42). The differences appeared 
to be significant (p = 0.008). The clinical data and the evalu-
ation of primary treatment outcomes provided the basis for 
distinguishing a group of 9 prognostically unfavorable muta-
tions: NRAS Gly13Asp, Gln61His; KRAS Gly12Ala, Gly12Asp, 
Gly12Val, Gly13Asp, Gln61Arg, Gln61His, and Ala146Val.

CONCLUSION. The mutations in KRAS and NRAS belonging 
to the gene family RAS had a negative effect on the efficacy 
of the bortezomib-based triplet induction therapy. Mutation 
variants in the RAS family genes differed in prognostic sig-
nificance. The analysis results helped to identify the muta-
tion variants associated with the worse response to therapy: 
NRAS  Gly13Asp, Gln61His; KRAS  Gly12Ala, Gly12Asp, Gly-
12Val, Gly13Asp, Gln61Arg, Gln61His, and Ala146Val.

KEYWORDS: multiple myeloma, KRAS and NRAS 
gene mutations, bortezomib-based triplet therapy, 
CD138+ plasma cells.
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ВВЕДЕНИЕ

Множественная миелома (ММ) — это злокачественное 
лимфопролиферативное заболевание, субстрат кото-
рого составляют терминально дифференцированные 
плазматические клетки (ПК) клонального происхож-
дения, имеющие аберрантный фенотип [1]. При  ММ 
ПК приобретают способность к пролиферации, а 
также к секреции парапротеина.

Мутации в генах KRAS и NRAS найдены в образцах 
целого ряда злокачественных опухолей [2, 3], в т. ч. при 
лимфопролиферативных заболеваниях [3–6]. Гены KRAS 
и NRAS относятся к одному семейству генов RAS, локали-
зованных в хромосомах 12 и 1 соответственно. Схожесть 
последовательностей ДНК этих генов достигает 84,7 %, 
основной белок-кодирующий регион представлен экзо-
нами 2–4 (рис. 1, А). Белки Ras (Nras и Kras) имеют струк-
турное и функциональное сходство, являются ГТФазами 

(гидролизуют гуанозинтрифосфат [ГТФ] до гуанозин-
дифосфата [ГДФ]). В активированной форме данные 
белки осуществляют передачу сигналов пролиферации 
и дифференцировки от тирозинкиназных рецепторов 
на мембране клетки в ядро в составе митоген-активи-
руемого протеинкиназного (mitogen-activated protein 
kinase, MAPK) сигнального каскада [7]. Активация и 
инактивация белков Ras осуществляются двумя спец-
ифическими белками: GEF (фактор обмена гуаниновых 
нуклеотидов) и GAP (белок, активирующий ГТФазу). GEF 
подходит к мембране клетки после активации тирозин-
киназного рецептора, катализирует обмен ГДФ на ГТФ 
в активном центре белка Ras. В результате белок Ras 
переходит в активированное состояние и связывается с 
киназой Raf, передающей сигнал далее по MAPK-каскаду 
в ядро. GAP взаимодействует с белком Ras, повышая его 
ГТФазную активность. Инактивация белка Ras проис-
ходит в результате гидролиза нуклеотида ГТФ до ГДФ 
(рис. 1, Б) [8].

https://bloodjournal.ru/index.php/coh
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Рис. 1. (A) Строение генов KRAS и NRAS. Показано положение 
генов в хромосомах (красные линии), прямоугольниками обо-
значены экзоны 2–4 в кодирующей последовательности гена. 
12, 13, 61, 146 — кодоны, в которых наиболее часто встречаются 
мутации. (Б) Схема активации и инактивации белков Ras

GAP — белок, активирующий ГТФазу; GEF — фактор обмена гуа-
ниновых нуклеотидов; Pi — фосфат, образующийся в результате 
гидролиза ГТФ до ГДФ; ГДФ — гуанозиндифосфат; ГТФ — гуано-
зинтрифосфат.

Fig. 1. (A) Structure of the KRAS and NRAS genes. The position of 
genes in chromosomes is shown (red lines), the rectangles indicate 
exons 2–4 in the coding sequence of the gene. 12, 13, 61, 146 are 
the codons in which mutations most frequently occur. (Б) Diagram 
of the Ras protein activation/inactivation

GAP  — GTPase activating protein; GEF  — guanine nucleotide 
exchange factor; Pi  — phosphate released upon the hydrolysis of 
GTP to GDP; ГДФ  — guanosine diphosphate; ГТФ  — guanosine 
triphosphate.
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Несмотря на высокое сходство между белками 
Nras и Kras, обнаружена значительная корреляция 
между изоформой, в которой определяется мутация, и 
вариантом злокачественной опухоли [9, 10]. Из лите-
ратуры известно, что при раке поджелудочной железы 
мутации выявляются только в гене KRAS и встречаются 
с частотой 98 %, при колоректальной аденокарциноме 
мутации в гене KRAS наблюдаются в 52  % случаев. В 
клетках меланомы обнаруживаются мутации только 
в гене NRAS с частотой 29  %, а при аденокарциноме 
легкого — в гене KRAS в 38 % случаев [11, 12]. Для ММ 
характерно наличие мутаций как в гене KRAS, так и в 
гене NRAS. Встречаются они с частотой 38,5–47,0 % при 
условии использования для определения мутаций ме-
тода секвенирования по Сэнгеру или секвенирования 
нового поколения (NGS) [13–17]. Таким образом, можно 

заключить, что в патогенезе почти половины случаев 
ММ задействованы механизмы, приводящие к появ-
лению мутаций в генах KRAS и NRAS. В исследованиях 
спектра генетических нарушений, характерных для 
ММ, методом полноэкзомного секвенирования было 
показано, что мутации в генах KRAS и NRAS встречаются 
наиболее часто [16, 17]. Это может свидетельствовать 
об их значимости в патогенезе ММ.

Известно более 130  миссенс-мутаций в генах 
семейства RAS [11]. Ранее было показано, что любая 
мутация в гене KRAS в опухолевых клетках колорек-
тального рака — признак неблагоприятного прогноза 
в отношении ответа опухоли на таргетную терапию 
[18–20]. При немелкоклеточном раке легкого мутации 
Gly12Cys, Gly12Val в гене KRAS отрицательно влияли 
на показатели выживаемости без прогрессирования у 
этих больных по сравнению с группой пациентов, у ко-
торых были найдены другие типы мутаций в этом гене 
или не было мутаций в нем [20]. В клеточной линии 
CAPAN-1 ген KRAS несет мутацию в кодоне 12. Введение 
короткой siРНК, ингибирующей синтез белка Kras, 
приводило к торможению бесконтрольного деления 
клеток. Такой же эффект наблюдался при введении 
комплементарной ингибиторной siРНК к клеткам  — 
носителям мутации в кодоне 13 гена KRAS [21, 22].

В экспериментах на мышах мутация Gly12Asp в гене 
KRAS приводила к усиленной пролиферации клеток 
эпителия толстой кишки, в то время как мутация 
Gly12Asp в гене NRAS имела другое фенотипическое 
проявление: клетки эпителия были резистентны к 
апоптозу [23]. В серии работ исследовалось влияние 
отдельных вариантов мутаций генов KRAS и NRAS. Так, 
наличие мутаций в кодонах 12, 13 (экзон 2) и кодоне 61 
(экзон 3) генов семейства RAS ведет к потере ГТФазной 
активности, регулируемой белком GAP. В опублико-
ванных исследованиях было показано, что замена ами-
нокислоты глицина на валин в кодоне 12 приводила к 
потере взаимодействия с GAP [24]. Мутация в кодоне 
13, в результате которой глицин заменялся на аспа-
рагиновую кислоту, коррелировала с уменьшением 
эффективности GAP-опосредованного гидролиза и зна-
чительным увеличением скорости обмена ГДФ на ГТФ. 
Замена глутамина на лейцин в результате мутации в 
кодоне 61 приводила к ослаблению взаимодействия 
Ras с GAP и уменьшению скорости гидролиза ГТФ в 
активном центре белка Ras [2, 25, 26].

Показано, что миеломные клеточные линии, 
содержащие мутации в кодоне 12 генов KRAS или 
NRAS, характеризуются стабильно высоким уровнем 
экспрессии соответствующего белка Kras или Nras и 
устойчивы к апоптозу, индуцированному доксоруби-
цином [27]. Из литературных данных известно, что в 
результате появления мутации Gln61Arg в гене NRAS 
в клеточной линии ANBL6 повышается пролифера-
тивная активность клеток одновременно с супрессией 
апоптоза [28].

Однако исследования на клеточных линиях не 
вполне отражают картину, наблюдаемую в опухоли у 
человека, т. к. их свойства на молекулярном уровне от-
личаются. Эксперименты на клеточных линиях могут 
только частично моделировать состояние миеломных 
клеток у пациента [29]. В исследованиях на мышах, 
которым вводили генно-инженерными методами ДНК-
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вектор, содержащий мутацию Gly12Asp в гене KRAS, по-
казано, что животные умирали в возрасте 4 мес. от тя-
желых миелопролиферативных расстройств. У мышей 
с мутацией Gly12Asp в гене NRAS к 6  мес. отмечается 
лимфопролиферация, выражающаяся в повышенном 
числе лимфоцитов в крови, периваскулярной инфиль-
трации лимфоцитами печени и легких, и только к 
возрасту 15  мес. развиваются различные фатальные 
гематологические опухоли как лимфоидной, так и мие
лоидной природы [30, 31]. Одновременная экспрессия 
белка Nras с мутацией Gln61Arg и белка Myc приводила 
к развитию агрессивной ММ у мышей, которая харак-
теризовалась инфильтрацией костного мозга ПК, нали-
чием моноклонального иммуноглобулина в сыворотке, 
анемии и тромбоцитопении [30]. Важно отметить, что 
функции белка Ras у мышей и человека не полностью 
совпадают, поэтому результаты, полученные на экспе-
риментальных моделях, не всегда можно экстраполи-
ровать на знания о патогенезе заболевания у человека 
[29]. В связи с этим актуальным остается вопрос о 
выявлении наиболее значимых мутаций у пациентов с 
опухолевыми заболеваниями, включая ММ.

Прогностическая значимость мутаций в генах 
KRAS и NRAS при ММ оценивалась в серии работ, од-
нако окончательных решений по этому вопросу к на-
стоящему времени не существует [32–40]. Мутации в 
генах семейства RAS связаны с повышенным содержа-
нием ПК в костном мозге, β2-микроглобулина в крови, 
остеолитическими повреждениями [37]. ММ почти 
всегда предшествует бессимптомная стадия в виде 
моноклональной гаммапатии неясного генеза (МГНГ). 
Опубликованные данные указывают на увеличение 
частоты соматических мутаций в генах семейства RAS 
у пациентов с ММ по сравнению с больными МГНГ [38, 
41–45]. Плазмоклеточный лейкоз характеризуется 
повышенной частотой мутаций в генах KRAS и NRAS 
по сравнению с ММ [11, 14, 46]. В работе Y. Kim и соавт. 
выявлено, что наличие мутаций в указанных генах 
коррелирует с комплексным кариотипом и более 
коротким периодом времени до прогрессирования 
заболевания [40]. В группе больных с впервые диа-
гностированной ММ с мутациями в генах семейства 
RAS отмечались худшие показатели выживаемости 
без прогрессирования (ВБП) и общей выживаемости 
(ОВ) по сравнению с группой без мутаций [37]. В то 
же время есть работы, в которых продемонстриро-
вано, что наличие мутаций в генах RAS может иметь 
благоприятное прогностическое значение [47]. На 
образцах аспиратов костного мозга пациентов с реци-
дивами ММ было показано, что мутация в гене NRAS, 
но не KRAS понижает чувствительность опухолевых 
клеток к бортезомибу [34]. В другой работе продемон-
стрировано, что различия в ОВ и ВБП обусловлены в 
основном мутациями в гене KRAS [37].

Таргетная терапия у пациентов с ММ, нацеленная 
на белки Ras, не сопровождалась высокой эффективно-
стью [22, 48]. Из анализа литературных данных можно 
предположить, что разные типы мутаций в генах семей-
ства RAS отличаются по степени влияния на изменение 
структуры белка, его функции и изменение биохими-
ческих каскадов в клетке. Мы полагаем, что класси-
фикация мутаций в генах семейства RAS на основании 
их влияния на прогноз у пациентов с ММ позволит 

найти более эффективные схемы противоопухолевого 
лечения. Для оценки влияния аминокислотных замен 
на функцию белка и биологию опухолевой клетки ис-
пользуют прогностический метод in silico. Программы, 
работающие на основании метода in silico, позволяют 
предсказывать прогностическую роль выявленной 
генетической поломки, исходя из имеющихся данных 
о функции той же мутации в другой ткани (клеточной 
линии) и физико-химических свойств белка при замене 
аминокислоты в нем. Высокоточными и выверенными 
зарекомендовали себя статистические программы 
MutationTaster [49], Polyphen2 [50], FATHMM-XF [51], 
в основе которых лежат различные алгоритмы по выяв-
лению уровня онкогенного риска мутаций. В алгоритм 
программ MutationTaster и Polyphen2 также включены 
данные о пространственной структуре белка.

В качестве вычислительного инструмента в 
MutationTaster и PolyPhen2 используется наивный 
байесовский классификатор, согласно которому 
рассчитывается вероятность выявленной замены 
нуклеотида стать мутацией, ассоциированной с 
заболеванием, или безвредным полиморфизмом. 
В  качестве обучающей выборки программа исполь-
зует информацию из медицинских баз. В программе 
MutationTaster для каждой мутации также подсчи-
тывается рейтинг мутации  — число, выражающее 
уровень значимости замены исходной аминокислоты 
на другую аминокислоту на основании различий в 
физико-химических свойствах [49].

Программа PolyPhen2 использует метод статисти-
ческого взвешивания и профилирования последова-
тельностей множественного выравнивания. Она по-
зволяет оценивать консервативность аминокислоты 
и давать заключение о функциональной значимости 
аллеля. Для обучения программы используется база 
данных UniProt [52]. Программа применяет алгоритм, 
основанный на информации об эволюционной кон-
сервативности гена. FATHMM-XF также имеет выборку 
для обучения, как и предыдущие программы. Выборка 
составлена из базы данных мутаций, связанных с 
раком, CanProVar и базы данных UniProt. Показано, 
что FATHMM-XF отличается высокой достоверностью 
в вычислении драйверных онкогенных мутаций [51].

Цель данного исследования заключается в опре-
делении мутаций в генах KRAS и NRAS у пациентов с 
впервые диагностированной ММ и классификации 
их в соответствии с глубиной противоопухолевого 
ответа на бортезомиб-содержащие схемы индукци-
онной терапии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Пациенты
В исследование включено 89  больных с впервые 

диагностированной ММ, среди них было 45 женщин и 
44 мужчины в возрасте 30–82 года (медиана 58,5 года). 
ММ устанавливали в соответствии с критериями 
IMWG (2014), оценка противоопухолевого ответа 
выполнялась согласно критериям IMWG (2016) [53]. 
У всех больных в первой линии назначалась проти-
воопухолевая терапия по трехкомпонентным схемам, 
содержащим бортезомиб.

https://bloodjournal.ru/index.php/coh
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Выделение мононуклеаров из аспирата костного 
мозга и обогащение образца клетками CD138+
Материалом для данного исследования служили 

ПК с поверхностным маркером СD138+, выделенные 
из аспирата костного мозга больных ММ. Для полу-
чения фракции ПК CD138+ из аспирата костного мозга 
выделяли мононуклеарные клетки по стандартному 
протоколу центрифугирования в градиенте плот-
ности с последующей магнитной сепарацией клеток, 
экспрессирующих на поверхности маркер CD138, как 
было описано нами ранее [54]. После сепарации доля 
клеток с фенотипом CD138+ составляла 45,1–96,0  % 
(среднее значение 83,8 ± 14,0 %, медиана 89 %). Для 
определения мутаций у 87  больных использовали 
ПК CD138+. У 2  больных использовали тотальную 
фракцию мононуклеаров в связи с тем, что количе-
ство клеток с фенотипом СD138+ в аспирате костного 
мозга было недостаточным для анализа.

Выделение ДНК
Геномную  ДНК выделяли из ПК CD138+ стандарт- 

ным методом, описанным нами ранее [54]. Полученный 
осадок разводили в 20–120  мкл буфера TE в зависи-
мости от количества выделенной ДНК. Образцы  ДНК 
хранились в буфере TE при температуре –20 °С.

Подготовка образцов материала 
для секвенирования по Сэнгеру
Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) для ам-

плификации кодирующей последовательности генов 
NRAS и KRAS проводили с использованием реагентов, 
тест-систем и температурных программ, описанных 
нами ранее [54]. Полученную реакционную смесь 
наносили в 6% полиакриламидный (ПААГ) или 
в 1% агарозный гель и проводили электрофорез. 
Визуализацию ампликонов выполняли в УФ-свете 
после окрашивания гелей бромистым этидием. 
Очистку ПЦР-продуктов для секвенирования осущест-
вляли с использованием колонок Wizard (Promega, 
США). Эффективность очистки проверяли визуализа-
цией фрагментов в 6% ПААГ или в 1% агарозном геле 
после электрофореза с последующим окрашиванием.

Секвенирование по Сэнгеру и анализ его 
результатов
Секвенирование по Сэнгеру проводили в центре  

коллективного пользования «Геном» ИМБ РАН с помо- 
щью набора реактивов ABI PRISM®BigDyeTM  Termi
nator v.3.1 (Applied Biosystems, США) на генетическом 
анализаторе ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems, 
США). Хроматограммы анализировали в программах 
Ugene и BioEdit, в качестве референсных последова-
тельностей использовали RefSeq  NG_007524 для гена 
KRAS и EU332857 для гена NRAS из базы данных NCBI  
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Анализ прогностического значения мутаций 
методом in silico
Для выбора группы мутаций высокого риска 

в генах KRAS и NRAS проведен анализ с помощью 
высокоточных протеомных программ MutationTaster 
[51], Polyphen2 [52], FATHMM-XF [53]. В программе 
PolyPhen2 анализ прогностической роли мутаций 

выполняли с использованием набора HumDiv. Для 
каждой мутации в программе Polyphen2 высчитывали 
численное значение рейтинга мутации и соотносили 
его со шкалой категорий риска. В зависимости от 
диапазона, в котором оказывалась данная мутация, 
определялась категория риска: «неопасная», «воз-
можно опасная», «вероятно опасная». В программе 
FATHMM-XF категория риска имела две градации: 
«онкогенная» и «онкогенная (высокий риск)». В про-
грамме MutationTaster для определения категории 
риска использовались следующие градации: «вызы-
вающая заболевание», «полиморфизм».

Статистический анализ
Для статистической проверки гипотез о различиях 

распределений категориальных признаков в группах 
сравнения применяли таблицы сопряженности. Для 
оценки значимости использовался двусторонний 
критерий Фишера с указанием в качестве меры связи 
отношения шансов (ОШ) с соответствующим 95%-м 
доверительным интервалом (95%  ДИ). Отбор му-
таций в группу высокого риска проводился методом 
многофакторной логистической регрессии с целевым 
признаком  — ответ на бортезомиб-содержащие 
циклы противоопухолевого лечения и исходным 
признаком — набор мутаций. Статистический анализ 
проводили с помощью программного пакета SAS 9.4.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Количественные характеристики мутаций 
в генах NRAS и KRAS у пациентов с впервые 
диагностированной ММ до лечения
В представленной выборке из 89 больных у 37 (42 %) 

были найдены мутации. Среди пациентов с мутациями 
у 34 (92 %) обнаружено по одной мутации, 2 (5 %) па-
циента были носителями 2 мутаций только в гене KRAS. 
У 1 больного мутации имели место в обоих генах: NRAS и 
KRAS. В гене NRAS мутации выявлены у 20 обследуемых, 
в гене KRAS  — у 17. Всего обнаружено 40  мутаций: 20 
в гене NRAS и 20 в гене KRAS. Большинство мутаций 
(87,5 %) локализовано в кодонах 12, 13 и 61.

По результатам секвенирования по Сэнгеру после-
довательности ДНК гена NRAS наибольшая частота 
мутаций (n  =  15) была выявлена в кодоне 61, что 
составило 75 % от общего числа мутаций в гене NRAS. 
Локализация и количество аминокислотных замен 
подробно отражены на рис.  2. При исследовании 
гена KRAS обнаружена большая плотность мутаций в 
кодонах 12, 13 и 61, но распределение оказалось более 
равномерным, чем в гене NRAS. Мутационный процесс 
в гене KRAS затронул экзон 4 в отличие от гена NRAS 
(см. рис.  2). Всего было выявлено 19  вариантов му-
таций в генах семейства RAS.

Противоопухолевый ответ на индукционную 
терапию у пациентов с впервые 
диагностированной ММ до лечения в группах 
с наличием или отсутствием мутаций в генах 
семейства RAS
Чувствительность опухолевых клеток с мутациями 

в генах семейства RAS к индукционной терапии по 
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Рис.  2. Количество мутаций в  кодонах генов NRAS и  KRAS. 
Столбцы обозначают экзоны генов NRAS и KRAS: NRAS 2/3/4 — 
экзоны 2, 3 и 4; KRAS 2/3/4 — экзоны 2, 3 и 4. Столбцы окра-
шены в различные цвета. Каждый цвет соответствует опреде-
ленному кодону. Например, в  экзоне 2  гена NRAS выявлено 
2 мутации в кодоне 12 и 3 — в кодоне 13

Fig. 2. The number of mutations in the codons of the NRAS and 
KRAS genes. Columns denote the exons of the NRAS and KRAS 
genes: NRAS 2/3/4 — exons 2, 3, and 4; KRAS 2/3/4 — exons 2, 3, 
and 4. Columns have different colors. Each color corresponds to a 
specific codon. For example, in exon 2 of the NRAS gene, there are 
2 mutations in codon 12 and 3 mutations in codon 13
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Рис. 3. Частота достижения глубокого противоопухолевого от-
вета (ПР  + охЧР) у  пациентов после 6  циклов индукционной 
терапии по  трехкомпонентным схемам, включающим борте-
зомиб, в группах с наличием или отсутствием мутаций в генах 
семейства RAS

охЧР — очень хорошая частичная ремиссия; ПР — полная ремиссия.

Fig. 3. The rate of deep antitumor response (CR + VGPR) in recipi-
ents of 6 cycles of bortezomib-based triplet induction therapy de-
pending on mutations in the RAS family genes

охЧР — very good partial remission; ПР — complete remission.

трехкомпонентным бортезомиб-содержащим схемам 
оценена у 75 пациентов. У 42 из них мутаций в генах 
RAS не выявлено, а у 33  пациентов они обнаружены. 
Эффективность терапии определяли по частоте до-
стижения глубокого ответа. Глубоким считали ответ 
при достижении полной ремиссии (ПР) или очень 
хорошей частичной ремиссии (охЧР) ко времени окон-
чания 6 циклов индукционной терапии. В результате 
проведенного анализа выяснилось, что у 27 (64  %) 
из 42  больных без мутаций и только у 11 (33  %) из 
33  — с мутациями достигнут глубокий ответ (ПР  + 
охЧР) (рис. 3). Различия оказались статистически зна-
чимыми (ОШ 3,5; 95% ДИ 1,32–9,08; p = 0,008). Таким 
образом, у пациентов с впервые диагностированной 
ММ частота глубоко ответа (ПР  + охЧР) в группе без 
мутаций в генах RAS в 2  раза превышала этот пока-
затель в группе с наличием указанных генетических 
нарушений.

Функциональное исследование мутаций методом 
анализа белковых структур
В работе использовались три компьютерные (in 

silico) предсказательные программы для определения 
прогностического значения различных вариантов му-
таций, выявленных в генах NRAS и KRAS опухолевых 
ПК у пациентов с ММ (табл. 1).

По результатам анализа с использованием про-
граммы MutationTaster оказалось, что выявленные 
мутации с вероятностью 0,99 и более вносят вклад 
в развитие заболевания. По результатам пред-
сказательного анализа в программах Polyphen2 и 
FATHMM-XF установлены различия в оценке роли 
обнаруженных мутаций. Вероятности, вычисленные 
с помощью программ, и заключения о прогностиче-
ской роли различных типов мутаций представлены 
в табл.  1. На основании проведенного анализа с ис-
пользованием трех биоинформатических программ 
мы сформировали группу высокого риска in silico, 
в которую включили 12 мутаций, имевших наиболее 
высокую суммарную оценку уровня прогностической 
значимости. В соответствии с этими критериями 
группа высокого риска in silico состояла из 4 мутаций 
в гене NRAS (Gly12Ala, Gly13Arg, Gln61Leu, Gln61Lys) и 
8  мутаций в гене KRAS (Gly12Val, Gly12Ala, Gly13Asp, 
Leu19Phe, Tyr64Asn, Lys104Arg, Ala146Pro, Ala146Val) 
(см. табл.  1, красный шрифт). Взаимосвязи между 
наличием мутаций, выделенных в группу высокого 
риска in silico, и эффективностью индукционной те-
рапии у больных ММ не выявлено. Не исключено, что 
такой результат объясняется недостаточной чувстви-
тельностью программ, использованных в настоящем 
исследовании.

Классификация вариантов мутаций в генах 
семейства RAS с учетом эффективности ответа 
на индукционную терапию по трехкомпонентным 
бортезомиб-содержащим схемам у пациентов 
с впервые диагностированной ММ до начала 
лечения
Для выявления статистически значимых мутаций 

в генах семейства RAS был проведен многофакторный 
анализ с полным перебором исходных признаков  — 
вариантов мутаций и целевым признаком в виде от-

вета на лечение по бортезомиб-содержащим схемам. 
В анализ включено 33 пациента, у которых выявлена 
мутация и известен ответ на терапию после 6  ци-
клов. У 22  пациентов глубокий ответ не достигнут, 
в то время как у 11  — документирована ПР  + охЧР. 
Основываясь на этих результатах, мы выбрали 7  ва-
риантов мутаций, которые встречались у пациентов 
без достигнутой ПР  + охЧР: NRAS  Gly13Asp, Gln61His; 
KRAS Gly12Ala, Gly12Val, Gln61Arg, Gln61His, Ala146Val. 
В эту же группу включены также две мутации, 
KRAS Gly12Asp и KRAS Gly13Asp, наличие которых, по 
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Таблица 1. Оценка прогностического значения мутаций в генах NRAS и KRAS с помощью биоинформатических программ MutationTaster, 
PolyPhen2 и FATHMM-XF

Ген Мутация

Вероятность 
по Poly- 
Phen2

Заключение 
по PolyPhen2*

Вероятность 
по FATHMM-

XF
Заключение  

по FATHMM-XF*

Вероятность 
по Mutation- 

Taster
Заключение 

по MutationTaster*

NRAS Gly12Ala 0,848 Возможно опасная 0,84 Онкогенная 1 Вызывающая заболевание
Gly12Asp 0,488 Возможно опасная 0,86 Онкогенная 1 Вызывающая заболевание
Gly13Asp 0,434 Неопасная 0,86 Онкогенная 1 Вызывающая заболевание
Gly13Arg 0,999 Вероятно опасная 0,84 Онкогенная 1 Вызывающая заболевание
Gln61Leu 0,925 Возможно опасная 0,87 Онкогенная 1 Вызывающая заболевание
Gln61Lys 0,861 Возможно опасная 0,93 Онкогенная (высокий риск) 0,99 Вызывающая заболевание
Gln61His 0,124 Неопасная 0,75 Онкогенная 1 Вызывающая заболевание
Gln61Arg 0,085 Неопасная 0,88 Онкогенная 0,99 Вызывающая заболевание

KRAS Gly12Val 0,999 Вероятно опасная 0,92 Онкогенная (высокий риск) 1 Вызывающая заболевание
Gly12Asp 0,517 Возможно опасная 0,91 Онкогенная (высокий риск) 1 Вызывающая заболевание
Gly12Ala 0,956 Возможно опасная 0,92 Онкогенная (высокий риск) 1 Вызывающая заболевание
Gly13Asp 0,803 Возможно опасная 0,91 Онкогенная (высокий риск) 1 Вызывающая заболевание
Leu19Phe 1,000 Вероятно опасная 0,78 Онкогенная 1 Вызывающая заболевание
Gln61Arg 0,009 Неопасная 0,91 Онкогенная (высокий риск) 1 Вызывающая заболевание
Gln61His 0,033 Неопасная 0,81 Онкогенная 0,99 Вызывающая заболевание
Tyr64Asn 1,000 Вероятно опасная 0,91 Онкогенная (высокий риск) 1 Вызывающая заболевание
Lys104Arg 0,999 Вероятно опасная 0,91 Онкогенная (высокий риск) 0,99 Вызывающая заболевание
Ala146Pro 1,000 Вероятно опасная 0,97 Онкогенная (высокий риск) 0,99 Вызывающая заболевание
Ala146Val 0,998 Вероятно опасная 0,94 Онкогенная (высокий риск) 0,99 Вызывающая заболевание

ПРИМЕЧАНИЕ. Красным шрифтом выделены мутации, относящиеся к группе высокого риска in silico.
* Во всех трех программах для каждой мутации определяли численное значение рейтинга мутации и соотносили его со шкалой категорий риска. 
В зависимости от диапазона, в котором оказывалась данная мутация, устанавливалась категория риска по определенным градациям. Программа 
Polyphen2 — «неопасная», «возможно опасная», «вероятно опасная»; программа FATHMM-XF — «онкогенная» и «онкогенная (высокий риск)»; 
программа MutationTaster — «вызывающая заболевание», «полиморфизм».
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Рис. 4. Частота достижения глубокого противоопухолевого от-
вета (ПР + охЧР) у пациентов после 6 бортезомиб-содержащих 
индукционных циклов с учетом наличия или отсутствия мута-
ций из группы высокого риска  в генах семейства RAS

охЧР — очень хорошая частичная ремиссия; ПР — полная ремиссия.

Fig. 4. The rate of deep antitumor response (CR + VGPR) in recipi-
ents of 6 bortezomib-based induction cycles depending on high-
risk mutations in the RAS family genes

охЧР — very good partial remission; ПР — complete remission.

литературным данным, достаточно для неопластиче-
ской трансформации клеток. Кроме того, их наличие 
ассоциировалось с худшей выживаемостью пациентов 
c опухолевыми заболеваниями [27, 55]. Данный набор 
мутаций определил новую группу высокого риска для 
пациентов. Число носителей мутаций из группы высо-
кого риска в нашей выборке составило 19 (57,6 %) из 

33, других мутаций — 14 (42,4 %). Частота глубокого 
ответа на лечение по бортезомиб-содержащим схемам 
в группе пациентов с неблагоприятными мутациями 
составила 10,5  % (2 из 19  больных), в стандартной 
группе — 64,3 % (9 из 14) (ОШ 14,9; 95% ДИ 3,11–71,12; 
p  =  0,0023). Следовательно, удалось статистически 
значимо доказать, что среди мутаций в генах семей-
ства RAS имеются варианты, связанные с худшим от-
ветом на терапию по схемам, содержащим бортезомиб 
(рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенного исследования уста-
новлено, что частота мутаций в опухолевых ПК у 
пациентов с ММ в дебюте заболевания составляет 
42 %. Наши данные совпадают с результатами иссле-
дования Национального института рака США, в соот-
ветствии с которыми частота мутаций в генах NRAS и 
KRAS у пациентов с ММ составляет 43  % (The Cancer 
Genome Atlas, TCGA) [56]. По литературным данным, 
частота мутаций у пациентов с ММ варьирует от 0 до 
100  %. Широкая вариабельность, возможно, связана 
одновременно с несколькими факторами, такими 
как малый объем выборки, различный биоматериал 
для исследования (мононуклеарные клетки или 
отсортированные ПК), чувствительность методов 
определения мутаций [57]. Необходимо обратить вни-
мание на то, что минимальная частота мутаций была 
выявлена методами с низким разрешением, такими 
как саузерн-блоттинг и анализ полиморфизма длин 
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рестрикционных фрагментов. Кроме того, в исследо-
вании, где мутации не были обнаружены, для анализа 
использовались мононуклеарные клетки, которые 
представлены лимфоцитами, в т. ч. ПК, и моноцитами. 
По нашим данным, возможности выявления мутаций 
ниже, если для этой цели используются мононукле-
арные клетки, а не ПК костного мозга CD138+ [58]. 
В большинстве исследований частота мутаций варьи-
ровала от 20 и до 55  %. Например, методом анализа 
конформационного полиморфизма ДНК мутации в 
генах семейства RAS были выявлены с частотой 23 % 
при объеме выборки 102  пациента [57]. По данным, 
полученным высокочувствительным методом полно-
экзомного секвенирования костномозговых клеток 
у 67  пациентов, частота мутаций при ММ составила 
55 % [32].

В настоящем исследовании для изучения мутаций 
в генах KRAS и NRAS у пациентов с ММ использовались 
тест-системы, позволяющие выявить замены нукле-
отидов во всей кодирующей области гена целиком. 
Полученные данные мы сопоставили с результатами 
2 исследований, выполненных с применением метода 
полноэкзомного секвенирования [15, 17]. В гене KRAS 
частота мутаций была сопоставимой и составила 50 % 
по нашим данным и 43–50  %  — по литературным 
[15, 17]. Мутации чаще всего обнаруживались в 
кодонах 12, 13 и 61. Следует отметить, что в нашем 
исследовании найдены единичные мутации в других 
кодонах: 19, 64, 104. В некоторых исследованиях были 
выявлены редко встречающиеся варианты мутаций в 
кодонах 7, 18, 22, 59, 60 гена KRAS [15, 17]. Интересно 
отметить, что были обнаружены мутации в кодонах 
117 и 146 гена KRAS [15, 17], которые имеют прогно-
стическое значение при колоректальном раке [59]. 
Наиболее распространенными, по нашим и литера-
турным данным, были мутации в кодоне 61 гена NRAS: 
Gln61Lys, Gln61His, Gln61Arg.

Ранее в исследованиях, выполнявшихся в ФГБУ 
«НМИЦ гематологии» МЗ РФ [54, 58], при меньшей 
выборке было показано, что мутации в генах семей-
ства RAS могут быть признаком неблагоприятного 
прогноза. В частности, выявлено, что мутации в генах 
RAS при ММ ухудшают показатели ВБП, особенно в 
случае сочетанной гиперэкспрессии гена c-MYC [57]. 
Интересно отметить, что наличие мутации в генах 
RAS не влияет на показатели ВБП и ОВ у больных с ММ, 
принимающих в первой линии терапии иммуномоду-
лирующие препараты (леналидомид или талидомид) 
[60]. В настоящем исследовании пациенты получали 
лечение по трехкомпонентной схеме PAD или VCD. 
Результаты нашей работы доказывают, что наличие 
любых мутаций в генах семейства RAS при ММ при-
водит к снижению частоты ответа, соответствующего 
критериям ПР и охЧР, на комбинированную проти-
воопухолевую терапию, включающую бортезомиб. 
Попытки оценить влияние мутаций в генах RAS 
на течение ММ неоднократно предпринимались в 
различных исследованиях. В некоторых из них проде-
монстрировано, что мутации только в гене NRAS, но 
не в KRAS влияют на эффективность лечения, причем 
бортезомиб пациенты получали в монорежиме 
[34]. В тех случаях, когда бортезомиб применялся в 
комбинации с дексаметазоном, мутации в гене NRAS 

не влияли на эффективность терапии [34]. В другом 
исследовании показано, что мутации в генах KRAS и 
NRAS ассоциировались с более агрессивным течением 
ММ. При этом мутация в гене KRAS в отличие от NRAS 
оказывала влияние на эффективность терапии [57].

Нами предпринята попытка систематизировать 
варианты мутаций в генах KRAS и NRAS у больных ММ 
с учетом результатов терапии по трехкомпонентным 
схемам, включавшим бортезомиб. На основании 
клинических данных нам удалось определить группу 
из 9 мутаций, наличие которых коррелировало с недо-
статочной эффективностью индукционной терапии: 
NRAS  Gly13Asp, Gln61His; KRAS  Gly12Ala, Gly12Asp, 
Gly12Val, Gly13Asp, Gln61Arg, Gln61His, Ala146Val. Пре-
имущественно это были мутации в гене KRAS. Ранее 
сообщалось, что мутации в кодонах 12, 13, 61 гена 
KRAS были связаны с большей опухолевой нагрузкой, 
более высоким уровнем β2-микроглобулина, большим 
числом ПК в костном мозге и более поздней стадией 
ММ по шкале ISS [57]. В настоящей работе продемон-
стрировано, что наличие мутации Ala146Val в гене KRAS 
коррелировало с меньшей эффективностью лечения 
ММ по трехкомпонентным бортезомиб-содержащим 
схемам. Ранее было показано, что мутации в кодонах 
117 и 146 гена KRAS коррелируют с недостаточной эф-
фективностью терапии таргетными препаратами при 
колоректальном раке и других солидных опухолях 
[59, 61]. К сожалению, наши ожидания, связанные с 
использованием статистических предсказательных 
протеомных программ MutationTaster, Polyphen2 и 
FATHMM-XF, не оправдались.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем исследовании предпринята попытка 
систематизации (классификации) мутаций в генах 
семейства RAS, выявленных в ПК больных с впервые 
диагностированной ММ до начала противоопухоле-
вого лечения. Определена группа мутаций высокого 
риска, отрицательно влияющих на эффективность 
терапии по трехкомпонентным схемам, включающим 
бортезомиб. По результатам проведенного исследо-
вания наиболее значимыми оказались 9  вариантов 
мутаций: NRAS  Gly13Asp, Gln61His; KRAS  Gly12Ala, 
Gly12Asp, Gly12Val, Gly13Asp, Gln61Arg, Gln61His, 
Ala146Val. В обозначенной группе из 9  прогности-
чески неблагоприятных мутаций, выделенных в 
настоящем исследовании, преобладали нарушения в 
гене KRAS. Накопленные клинические данные позво-
ляют предположить, что влияние мутаций в генах 
KRAS и NRAS на течение ММ зависит от назначенной 
схемы противоопухолевого лечения. Группа из 9  му-
таций, определяющих высокий риск, представленная 
выше, сформирована на основании клинических 
данных и вполне может использоваться гематоло-
гами для прогнозирования ответа на терапию по 
трехкомпонентным бортезомиб-содержащим схемам 
в первой линии. Хотелось бы особо подчеркнуть, что 
прогностическая роль представленной группы из 
9  мутаций в генах семейства RAS, сформированная 
по результатам анализа клинических данных, может 
быть проверена на расширенной независимой вы-
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борке для подтверждения валидности результатов 
исследования.
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