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РЕФЕРАТ *

В настоящем исследовании представлено клиническое 
наблюдение больного с  впервые диагностированной 
множественной миеломой (ММ), у которого до начала 
лечения проведено секвенирование экзома лимфоци-
тов периферической крови и опухолевых плазматиче-
ских клеток CD138+. У пациента выявлено несколько 
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ABSTRACT *

This paper is a case report of a patient with newly diagnosed 
multiple myeloma (MM) who underwent exome sequencing 
of peripheral blood lymphocytes and CD138+ tumor plasma 
cells prior to therapy. This patient showed some inherited 
genetic variants which are associated with underlying 
risk for MM. This patient’s genotype was reported to 
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наследуемых вариантов в генах, связанных с предрас-
положенностью к ММ. В генотипе у пациента обнаруже-
ны варианты в генах, отвечающих за репарацию ДНК, 
в т. ч. наследуемые мутации в генах RFDW3 и TP53. Они 
участвуют в регуляции стабильности генома, скорости 
накопления соматических мутаций, в т. ч. структурных 
перестроек и  хромосомных аберраций. На наруше-
ние процессов репарации ДНК у  пациента указывает 
большое количество структурных вариаций и наличие 
мутационной подписи ID6 в  генетическом материале 
опухоли. Анализ экзома опухолевых клеток позволил 
определить профиль соматических мутаций, включаю-
щий мутации в генах, ранее считавшихся связанными 
с  ММ, а  также оценить функциональную значимость 
выявленных нарушений. Кроме того, среди соматиче-
ских мутаций мы обнаружили повреждающие (в отно-
шении белка) мутации и мутации высокой значимости 
в  генах, связанных с  развитием других типов опухо-
лей, в частности в генах ASCC3, TET3 и CHD1, а также 
в  генах, кодирующих антимикробные пептиды CAMP 
и HTN3. За исключением дополнительной копии плеча 
1q в геноме опухолевых плазматических клеток, у па-
циента не установлено других генетических факторов 
риска, связанных с  неблагоприятным течением забо-
левания. У больного выявлены наследуемые (мутации 
в гене ABCB1) и соматические (трисомия по хромосоме 
3) изменения генетического материала, которые ха-
рактеризуются, по  данным литературы, как  факторы 
положительного прогноза при ММ.
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have some variants in the DNA repair genes, including 
inherited mutations in the RFDW3 and TP53 genes. They 
are involved in the maintenance of genome stability and 
accumulation rate of somatic mutations, including structural 
rearrangements and chromosome aberrations. A large 
number of structural variations and mutational signature 
ID6 in the tumor genetic material point to the disruption of 
DNA damage repair. The tumor cell exome analysis yielded 
a profile of somatic mutations, also the mutations in the 
genes previously associated with MM, as well as a functional 
significance of the detected abnormalities. Somatic 
mutations also included damaging protein mutations and 
highly significant mutations in the other tumor-associated 
genes, such as ASCC3, TET3, and CHD1, as well as in the 
antimicrobial peptide-coding genes CAMP and HTN3. With 
the exception of an extra copy of 1q arm in the tumor plasma 
cell genome, the patient showed no genetic risk factors 
associated with poor prognosis of the disease. Based on 
literature, inherited (ABCB1 mutations) and somatic (trisomy 
3) variations detected in the patient’s genetic material can 
be characterized as positive prognostic factors in MM.

Keywords: multiple myeloma, next-generation se-
quencing, exome, inherited mutations, somatic mu-
tations.
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ВВЕДЕНИЕ

Множественная миелома (ММ) является одним из 
самых распространенных онкогематологических за-
болеваний, которое характеризуется малигнизацией 
плазматических клеток в костном мозге и сопрово-
ждается рядом патологических процессов, ведущих 
к поражению костей скелета, развитию почечной 
недостаточности и тяжелой анемии. Несмотря на то 
что в последние годы наметился очевидный прогресс 
в улучшении показателей общей выживаемости (ОВ) 
и выживаемости без прогрессирования (ВБП), ММ 

по-прежнему остается неизлечимым заболеванием 
и на определенном этапе развиваются рецидивы. 
Одной из причин рецидивов ММ служит высокая 
генетическая пластичность генома опухолевых 
плазматических клеток [1], благодаря которой они 
приобретают устойчивость к противоопухолевым 
лекарственным препаратам, а также способность 
ускользать от иммунного надзора и не отвечать на 
сигналы, регулирующие клеточную пролиферацию. 
Мутагенные процессы, проходящие с высокой ин-
тенсивностью в клетках ММ, приводят к накоплению 
большого количества разнообразных генетических 
нарушений, таких как однонуклеотидные замены и 
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вставки/выпадения, изменения копийности фраг-
ментов и целых хромосом, хромосомные перестройки 
и изменение плоидности. Благодаря развитию техно-
логии секвенирования нового поколения (NGS) было 
показано, что профиль генетических нарушений, вы-
являемых в опухолях у разных пациентов и в разных 
клетках опухоли у одного пациента, существенно 
отличается. С высокой генетической гетерогенностью 
ММ связывают различия в течении заболевания и ха-
рактере ответа на лечение у различных больных. Не-
смотря на очевидный прогресс в изучении ММ, острой 
проблемой остается нехватка данных о молекуляр-
но-генетических механизмах развития заболевания, 
позволяющих применять информацию о выявляемых 
у пациента тех или иных генетических нарушениях, а 
также их сочетаниях для прогнозирования рисков и 
подбора оптимального лечения [2].

При  ММ описано как минимум 63  драйверных 
гена, участвующих в канцерогенезе заболевания [3], 
однако применение этих данных в клинической прак-
тике представляет нетривиальную задачу. Геном ка-
ждой конкретной опухоли несет множество мутаций, 
которые можно условно подразделить на три группы 
по принципу их влияния на развитие заболевания:
	● первая  — это мутации, которые инициируют 

развитие заболевания (так называемые драйвер-
ные мутации);

	● вторая — это мутации в мутаторных генах, кото-
рые повышают скорость накопления изменений 
в геноме;

	● третья — нейтральные, или «пассажирские», му-
тации, которые возникают в результате повыше-
ния скорости (темпа) мутагенеза в клетках ММ, 
но сами по себе не влияют на развитие опухоли.
В настоящей публикации мы подробно описываем 

результаты использования технологии NGS для выяв-
ления наследуемых и соматических опухолеспецифи-
ческих мутаций, включая структурные изменения у 
пациента с впервые диагностированной ММ. В работе 
проведен анализ данных NGS с учетом их влияния на 
лечение пациента и потенциальный прогноз развития 
заболевания.

ОПИСАНИЕ КЛИНИЧЕСКОГО НАБЛЮДЕНИЯ

Больному  А.Е., 81  год, в мае 2019  г. по причине 
некорригируемой приемом препаратов железа и 
инъекциями витамина В12 анемии было проведено 
комплексное обследование. Данных за опухолевое 
заболевание не получено. Однако в костномозговом 
пунктате выявлено 37 % плазматических клеток, ко-
торые по результатам проточной цитофлюориметрии 
имели клональный иммунофенотип. По данным МРТ 
в костях черепа и таза обнаружены множественные 
очаги остеолиза диаметром до 1,0–1,5 см. Показатели 
функции почек в пределах нормальных значений. 
Диагностирована симптоматическая множественная 
миелома IgGκ, стадия I по шкале ISS. Из сопутству-
ющих заболеваний, наличие которых принимали во 
внимание при выборе лечебного пособия, следует 
отметить пароксизмальную форму мерцательной 
аритмии и смешанную форму бронхиальной астмы 

средней степени тяжести вне обострения. Фракция 
выброса левого желудочка составляла 68 %.

После постановки диагноза и перед началом 
терапии у больного были взяты образцы пери-
ферической крови и аспирата костного мозга для 
последующего секвенирования экзома лимфоцитов 
периферической крови и опухолевых плазматических 
клеток пунктата костного мозга.

С июня 2019  г. инициирована специфическая 
терапия по схеме VCD (бортезомиб, циклофосфамид, 
дексаметазон). После 4 курсов специфической терапии 
констатирована положительная динамика снижения 
парапротеина с начальных 26,35 до 6,08 г/л. Редукция 
на 76 % расценена как достижение частичного ответа. 
Лечение продолжено и в декабре 2019 г., когда после 
2 дополнительных курсов по схеме VCD уровень пара-
протеина составил 2,63  г/л. Больной был переведен 
на поддерживающую двухкомпонентную терапию VD 
(бортезомиб и дексаметазон) с увеличением межкур-
сового интервала до 3 мес. Начиная с сентября 2020 г. 
зафиксировано незначительное повышение про-
дукции парапротеина до 5,23  г/л, которое в декабре 
2020  г. достигло уже показателя 9,01  г/л. Данное 
состояние было расценено как прогрессирование ММ, 
в связи с чем с марта 2021 г. больной был переведен 
на вторую линию терапии по схеме RVd (леналидомид, 
бортезомиб и дексаметазон). После 3  курсов конста-
тирована положительная динамика со снижением 
продукции парапротеина до 3,75  г/л, т.  е. снижение 
на 58  % от исходного. Терапия продолжена. Следует 
отметить, что активизация заболевания не сопро-
вождалась появлением новых очагов деструкции в 
костной ткани.

С сентября 2021  г. в связи со стабильно сохра-
няющейся минимальной активностью ММ пациент 
переведен на поддерживающую терапию леналидо-
мидом в режиме монотерапии: по 25 мг внутрь с 1-го 
по 21-й день каждые 28  дней цикла. Переносимость 
удовлетворительная. По результатам биохимического 
мониторинга продукция парапротеина во временнóм 
интервале с сентября 2021  г. по апрель 2022  г. нахо-
дится в диапазоне 3,2–4,5 г/л.

Для исследования молекулярно-генетических 
механизмов, которые могли сыграть инициирующую 
роль в развитии ММ, и определения основных фак-
торов, влияющих на течение заболевания, было про-
ведено секвенирование полного экзома лимфоцитов 
периферической крови и плазматических клеток 
CD138+ костного мозга больного. При анализе опухо-
левых образцов и образцов крови мы использовали 
224,9 и 216,4 млн коротких прочтений длиной 150 пар 
оснований (п.о.) соответственно, полученных на 
приборе Illumina Hiseq4000 (рис. 1). Выравнивание на 
геном человека версии GRC38 для опухолевых и нор-
мальных клеток составило 99,8  % с уровнем ошибки 
0,41 %. Уровень ошибки определяется как отношение 
числа неспаренных нуклеотидов к числу выровненных 
оснований. Среднее покрытие для опухолевых и нор-
мальных клеток составляло ×267 и ×260, которое было 
определено без учета дуплицированных коротких про-
чтений. Половина экзома имела покрытие ×200. Ста-
тистика выравнивания выполнена с использованием 
нескольких инструментов: samtools, picard, qualimap.
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Анализ данных секвенирования генома лимфо-
цитов крови позволил выявить следующие наследу-
емые генетические нарушения: а) однонуклеотидные 
замены, связанные с предрасположенностью к ММ; 
б) однонуклеотидные замены, связанные с развитием 
других онкологических заболеваний и аннотиро-
ванные в базе данных ClinVar; в) различные мутации 
в генах, регулирующих стабильность генома (генах 
репликации, репарации, метаболизма ксенобиотиков 
и т.  п.), а также в генах, связанных с предрасполо-
женностью к ММ или характером течения болезни; 
г) однонуклеотидные замены, связанные с ответом на 
лечение и чувствительностью к противоопухолевым 
препаратам, применяемым у пациентов с ММ, с ис-
пользованием данных из базы PharmGKB (см. рис. 1). 
Секвенирование экзома плазматических клеток 
CD138+ позволило выявить генетические нарушения, 
возникшие непосредственно в опухолевых клетках 
до начала лечения: а)  однонуклеотидные замены 
в драйверных генах, связанных с развитием ММ; 
б) структурные нарушения; в) мутационные подписи 
(см. рис. 1).

Наследуемые мутации, обнаруженные у пациента 
с впервые диагностированной ММ
В результате анализа данных NGS нормальных 

клеток периферической крови установлено, что у па-

циента имелось более 33 000 различных наследуемых 
вариантов, из них около 1850 мутаций в генах, вовле-
ченных в процесс сохранения стабильности генома 
или связанных с предрасположенностью к ММ и ее 
развитием. У больного выявлено 4  наследственных 
варианта, которые ранее считались связанными с 
предрасположенностью к ММ или моноклональной 
гаммапатии неясного генеза: rs3793616, rs7193541, 
rs755017, rs1052501 (табл.  1). Один из них является 
гомозиготной миссенс-мутацией и затрагивает ген 
RFDW3. Особое значение это наблюдение приобретает 
в связи с тем, что у пациента также была обнаружена 
гомозиготная миссенс-мутация в гене TP53 (rs1042522, 
215C→G), приводящая к замене Pro72Arg. Гены RFDW3 
и TP53  кодируют белки, участвующие в регуляции 
репарации ДНК и контроле клеточного цикла. RFDW3 
является E3-убиквитин-лигазой, контролирующей 
работу путей репарации межмолекулярных сшивок в 
ДНК и гомологичной рекомбинации (FA- и HR-путей). 
Кроме того, RFDW3 участвует в контроле перезапуска 
репликации ДНК после остановки реплисомы на-
против повреждений, а также в регуляции активности 
p53 [4].

Ген  TP53, кодирующий онкосупрессор p53, явля-
ется одним из важнейших регуляторов клеточного 
цикла и осуществляет координацию между репа-
рацией ДНК и клеточным циклом. Мутации в генах 

Рис. 1. Схема эксперимента. У пациента с впервые диагностированной множественной миеломой (ММ) проводили забор пери-
ферической крови и аспирата костного мозга. Затем методом NGS секвенировали экзом лимфоцитов крови и плазматических 
клеток CD138+. В ходе биоинформатического анализа данных NGS выявляли наследуемые и соматические мутации, структурные 
перестройки и мутационные подписи

Fig. 1. Experimental design. Peripheral blood and bone marrow aspirate were collected from a patient with newly diagnosed multiple my-
eloma (ММ). Then, the exome of blood lymphocytes and CD138+ plasma cells were sequenced by NGS. Bioinformatics analysis of NGS 
data yielded inherited and somatic mutations as well as structural rearrangements and mutational signatures
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RFDW3 и TP53 могут влиять на стабильность генома 
и накопление мутаций, которые в итоге могут способ-
ствовать онкотрансформации клетки. Замена T на C 
в полиморфном сайте rs7193541 RFDW3 приводит к 
замене Ile564Val в белке в функционально-значимом 
WD2-повторе, мутации в котором могут блокировать 
взаимодействие RFWD3 с RPA [5]. Известно, что ва-
риант rs7193541 связан с развитием ММ (у носителей 
отмечались снижение экспрессии RFWD3 и изменения 
в метилировании этого гена), а также с развитием 
рака печени [1, 6–8]. Вариант rs1042522 (генотип GG, 
а также в некоторых случаях GC) в гене TP53 класси-
фицируется как патогенный в соответствии с базой 
ClinVar и связан c развитием ряда опухолевых заболе-
ваний, таких как остеогенная саркома, рак простаты, 
гематологические злокачественные опухоли [9–13].

Необходимо отметить, что белок p53, несущий 
аргинин в позиции 72, имеет ряд функциональных 
отличий по сравнению с вариантом, который несет 
пролин. Он менее эффективно связывается отрица-
тельными регуляторами iASPP, лучше фосфорилиру-
ется по N-концу и хуже инактивируется MDM2, а также 
эффективнее активирует апоптоз [14, 15]. Вопрос о 
связи rs1042522 с риском развития ММ пока не имеет 
прямого ответа [16, 17], хотя и показано, что генотип 
CC связан с худшими показателями ОВ и ВБП и плохим 
ответом на лечение талидомидом в японской попу-
ляции пациентов с ММ [18].

Мы также обнаружили ряд других изменений, 
затрагивающих гены TP53 и RFWD3. В частности, 
пациент является гетерозиготой по rs17880847 (TP53, 
интрон), rs59758982 (TP53, интрон), гомозиготой 
по rs1625895 (TP53, интрон), rs1642785 (TP53, ин-
трон), rs8058922 (RFWD3, миссенс-мутация 269C→A 
Thr90Asn), rs7188880 (RFWD3, синонимичная му-
тация 1623T→A) и rs4888262 (RFWD3, синонимичная 
мутация 1212G→A). Сообщения об этих мутациях в 
базе ClinVar отсутствуют. Среди выявленных вари-
антов в гетерозиготном состоянии была обнаружена 
миссенс-мутация rs1052501 в гене ULK4 (см. табл. 1), 
которая повышает риск развития ММ, а также моно-
клональной гаммапатии неясного генеза [19]. Обна-
руженный вариант связывают с семейными случаями 
развития ММ [20].

Помимо генов и генетических вариантов, 
связанных с ММ, у пациента выявлено около 40  на-

следуемых однонуклеотидных замен, которые 
аннотированы в базе ClinVar как варианты риска 
или варианты, связанные с различными патоло-
гическими состояниями. Среди них мы выделили 
несколько вариантов, связанных с развитием рака. 
К ним относятся гомозиготные варианты rs1051730 
в гене CHRNA3 (синонимичная замена), связанный с 
раком легкого, и rs1799796 (замена в интроне) в гене 
KLC1, связанный с раком молочной железы. Другим 
интересным вариантом является представленный 
у пациента в гетерозиготном состоянии rs1805010, 
который затрагивает ген IL4R, кодирующий рецептор 
интерлейкина-4. Вариант rs1805010 является мис-
сенс-мутацией и приводит к замене в белке Ile75Val во 
внеклеточной части рецептора. Такой вариант белка 
является более активным и приводит к стойкому 
фосфорилированию фактора транскрипции STAT6 и 
его аномальной активации [21].

Вариант rs1805010 был ранее описан как свя-
занный с аутоиммунными и воспалительными 
заболеваниями. Кроме того, он ассоциируется с неко-
торыми видами злокачественных опухолей [22, 23]. 
Необходимо отметить, что активация транскрипци-
онных факторов STAT тесно коррелирует с развитием 
различных типов рака [24]. Мутации в гене STAT6 были 
найдены в клеточных линиях ММ [25]. Кроме этих 
замен мы обнаружили две мутации в гомозиготном 
состоянии в гене ALK, кодирующем тирозинкиназу: 
rs1881421 (миссенс-мутация 4587C→G, Asp1529Glu) 
и rs1670283 (миссенс-мутация 4381A→G, Ile1461Val). 
Мутации в гене ALK, включая указанные варианты, 
часто находят в различных опухолях, однако вопрос 
о значимости их связи с канцерогенезом до сих пор 
не решен из-за высокой распространенности данных 
вариантов в популяции.

Для более детального изучения особенностей 
молекулярно-генетического профиля пациента был 
проведен дополнительный анализ экзома нормальных 
клеток и осуществлен поиск не только однонуклео-
тидных замен, связанных с предрасположенностью 
к ММ, но и мутаций в других генах, в которых часто 
возникают соматические мутации при ММ, включая 
гены репарации, репликации и рекомбинации ДНК. 
Изменения в таких генах могут влиять на стабильность 
генома, провоцировать мутационную лабильность 
генома и таким образом вносить вклад в процесс 

Таблица 1. Наследуемые варианты в генах, связанных с предрасположенностью к ММ или влияющих на ее развитие, обнаруженные 
у пациента с ММ

Ген Функция продукта гена rsID Тип мутации Замена в белке
NDUFA8 НАД(H) дегидрогеназа и оксидоредуктаза, участвует в переносе 

электронов с НАД(H) на дыхательную цепь
rs3793616 216–26G→T (ГМЗ) Интрон

RFWD3 E3-убиквитин-лигаза, убиквитинирует и стабилизирует p53, регулируя 
таким образом остановку клеточного цикла на стадии G1/S в ответ 
на повреждение ДНК; мутации в гене RFWD3 связаны с анемией 
Фанкони

rs7193541 1690A→G (ГМЗ) Ile564Val

ZBTB46 Предполагаемый регулятор транскрипции РНК-полимеразой II; 
предположительно белок участвует в регуляции дифференцировки 
лейкоцитов и является частью хроматина

rs755017 489T→C (ГТЗ) Синонимичная мутация

ULK4 Псевдокиназа с предполагаемой ролью в функционировании центро-
сомы; заболевания, связанные с ULK4, включают шизофрению 
и биполярное расстройство

rs1052501 1624G→A (ГТЗ) Ala542Thr

ГМЗ — гомозигота; ГТЗ — гетерозигота; ММ — множественная миелома; НАД(Н) — никотинамидадениндинуклеотид.
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эволюции опухоли. Из более 33  000  различных выяв-
ленных у пациента наследуемых вариантов обнаружено 
около 1850  мутаций, затрагивающих гены, вовле-
ченные в процесс поддержания стабильности генома 
или связанные с предрасположенностью к ММ. Из них 
выделили миссенс-мутации с предсказанным алго-
ритмами SIFT и PolyPhen патогенным потенциалом (в 
отношении белка) в гомо- и гетерозиготном состоянии, 
гомозиготные миссенс-мутации (мутации средней зна-
чимости), а также мутации с высоким повреждающим 
белок потенциалом, к которым отнесли мутации сдвига 

рамки считывания, преждевременный стоп-кодон и 
др. (мутации высокой значимости) в гомо- и гетерози-
готном состоянии (рис. 2). В частности, мы обнаружили 
варианты средней значимости в гомозиготном состо-
янии в генах USP45 (rs6570065) и EP300 (rs20551) и по-
тенциально патогенную миссенс-мутацию rs7744845 в 
гене USP45 в гетерозиготном состоянии. Мутации в этих 
генах ранее были выявлены при анализе случаев се-
мейной предрасположенности к ММ [26, 27]. Оказалось, 
что у пациента имелась гомозиготная мутация высокой 
значимости в генe FOLR3, связанном с ММ (см. рис. 2).

Детоксификация и метаболизм ксенобиотиков,
лекарственных средств/метаболизм

Эксцизионная репарация (нуклеотидов и оснований) ДНК

Ответ на повреждения ДНК/сегрегация хромосом/
клеточный цикл/апоптоз

Рекомбинационная и пострепликативная репарации/
восстановление движения вилок репликации

Сигнальная трансдукция

ДНК-полимеразы (репликативные и TLS)/белки реплисомы

Цитоскелет/моторные белки/микротрубочки/
сборка ресничного аппарата

Организация хроматина/регуляция транскрипции

Репарация неспаренных оснований ДНК

Митохондрии

Трансляция/протеолиз/внутриклеточный транспорт белков

Иммунная система/аллергия/воспаление/дифференцировка
и функционирование лимфоцитов

Адгезия клеток/межклеточный матрикс/внеклеточные белки

Трансмембранный транспорт метаболитов

Репарация ДНК с поперечными сшивками

АРОВЕС

FOLR3
rs71891516

РЕМТ
rs7946

ANKLE1
rs8100241, rs8108174, 
rs2363956

FLT3
rs1933437

ORSM1
rs4939078

Рис.  2. Тип наследуемых мутаций, обнаруженных у  пациента с  впервые диагностированной ММ, и  функция соответствующих 
генов. Показаны мутации, патогенные по  алгоритмам SIFT и  PolyPhen (в отношении белка), а  также мутации среднего риска 
в гомозиготном состоянии и высокого риска в гомо- и гетерозиготном состоянии; остальные типы обнаруженных у пациента му-
таций не отображены. Каждый символ (круг или звездочка) обозначает одну из выявленных у пациента мутаций. Круг — мутация 
среднего риска (миссенс-мутации, инсерции и делеции в рамке считывания), звездочка — мутация высокого риска (сдвиг рамки 
считывания, преждевременный стоп-кодон, потеря стоп-кодона, потеря сайта сплайсинга), перечеркнутый круг — миссенс-му-
тация, повреждающая белок согласно алгоритмам SIFT и PolyPhen. Красный цвет — связь соответствующего гена с ММ, синий 
цвет — связь гена с ММ не показана. Есть заливка — гомозигота, нет заливки — гетерозигота

TLS — транслезионный синтез; ММ — множественная миелома.

Fig. 2. The type of inherited mutations detected in a patient with newly diagnosed MM and the function of the corresponding genes. 
The pathogenic mutations according to SIFT and PolyPhen algorithms (with respect to protein) as well as intermediate-risk homozygous 
mutations and high-risk homo- and heterozygous mutations; other mutation types identified in this patient are not showed. Each symbol 
(circle or asterisk) designates one of the identified mutations. The circle stands for intermediate-risk mutation (missense mutation, in-frame 
insertion and deletion), the asterisk stands for high-risk mutation (frameshifting, premature stop codon, stop codon loss, splice site loss), 
the crossed circle stands for missense protein-damaging mutation according to SIFT and PolyPhen algorithms. The red color shows the 
gene relationship with MM, the blue color shows no relationship of the gene with MM. Fill shows homozygote, no fill shows heterozygote

TLS — translesion synthesis; ММ — multiple myeloma.
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Ген  FOLR3 кодирует рецептор фолиевой кислоты 
3, при этом rs71891516 (мутация сдвига рамки счи-
тывания) может приводить к инактивации этого гена. 
Данные о роли рецепторов фолиевой кислоты в раз-
витии ММ довольно скудны и сводятся к единичным 
сообщениям, в которых показана связь гиперэкс-
прессии генов этих рецепторов с заболеванием [28]. 
Гомозиготные миссенс-мутации с повреждающим 
белок потенциалом были выявлены в генах PEMT, 
OR5M1 и FLT3, связанных с ММ. Кроме того, обнару-
жены гомозиготные мутации с повреждающим белок 
потенциалом в генах ANKLE1, PARP4, DCLRE1A и CYP2A7 
(см. рис. 2). В гене ANKLE1, кодирующем эндонуклеазу, 
специфичную к ряду рекомбинационных интермеди-
атов и поперечным сшивкам в ДНК [29], мы выявили 
3 варианта: rs8100241, rs8108174 и rs2363956, ранее 
исследованных на предмет связи с раком толстой 
кишки, молочной железы и яичников [30–32]. Таким 
образом, генетический фон пациента включает целый 
ряд мутаций в генах, отвечающих за репарацию ДНК, в 
т. ч. в некоторых ключевых для стабильности генома. 
Это может увеличивать скорость накопления мутаций 
и выступать благоприятным фоном для образования 
структурных перестроек и хромосомных аберраций.

У пациента выявлены наследуемые однонуклео
тидные варианты, связанные с ответом на лечение 
и чувствительностью к токсическому воздействию 
лечебных препаратов. У пациента установлены ге-
терозиготные мутации rs2032582 (миссенс-мутация 
2677T→G, Ser893Ala) и rs1045642 (синонимичная 
замена 3435T→C), а также гомозиготная мутация 
rs1128503 (синонимичная замена 1236T→C) в  гене 
ABCB1, кодирующем белок из семейства ABC-
транспортеров. Такие белки у человека осуществляют 

транспорт различных веществ, в т. ч. ксенобиотиков, из 
клетки во внеклеточную среду, таким образом понижая 
их внутриклеточную концентрацию [33]. Уровень 
экспрессии гена ABCB1 положительно коррелирует с 
лекарственной устойчивостью и плохим прогнозом 
течения ММ [34]. Интересно отметить, что комбинация 
аллелей rs2032582, rs1045642 и rs1128503, часто встре-
чающаяся совместно в различных популяциях, может 
снижать транспортную активность ABCB1 и таким 
образом повышать внутриклеточную концентрацию 
ряда цитостатических препаратов [35].

Гетерозиготность по rs1045642 (генотип CT) свя-
зана с лучшей ОВ у пациентов с плазмоклеточной мие-
ломой [36], а гомозиготность по аллелю Т — с лучшей 
ВБП у пациентов с ММ, получавших пегилированный 
липосомальный доксорубицин и бортезомиб [37]. В 
другом исследовании rs2032582 (генотипы TG и ТТ) 
коррелировали с лучшей ОВ у пациентов, получавших 
винкристин, доксорубицин и дексаметазон [38]. 
Таким образом, обнаруженные у пациента варианты 
гена ABCB1 связаны с лучшей выживаемостью и могут 
рассматриваться в роли факторов благоприятного 
прогноза на фоне применявшегося лечения.

Соматические опухолеспецифические 
мутации, выявленные у пациента с впервые 
диагностированной ММ
При анализе соматических вариантов мы об-

наружили, что в опухоли возникло 115  различных 
изменений в 110  генах. В 13 из них имели место из-
менения высокой значимости, а 22  миссенс-мутации 
классифицируются как повреждающие белок в 
соответствии с алгоритмами SIFT и PolyPhen (рис. 3). 
Мутации высокой значимости затрагивают гены GLUL 
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SYNCRIP

Клеточный цикл
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Рис. 3. Типы соматических мутаций, обнаруженных у пациента с впервые диагностированной ММ, и функция соответствующих 
генов. Голубым шрифтом обозначены мутации высокой значимости (сдвиг рамки считывания, преждевременный стоп-кодон, 
потеря старт- или стоп-кодона, инактивация сайта сплайсинга), синим — миссенс-мутации, которые классифицируются как повре-
ждающие согласно алгоритмам SIFT и PolyPhen

Fig. 3. The types of somatic mutations detected in a patient with newly diagnosed MM and the function of the corresponding genes. The 
light blue font shows highly significant mutations (frameshifting, premature stop codon, start or stop codon loss, splice site inactivation), 
the blue color shows missense mutations classified as damaging according to SIFT and PolyPhen algorithms
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(потеря стоп-сигнала), ZNF496 (преждевременный 
стоп-кодон), CUL5 (сдвиг рамки считывания), CCNB2 
(rs770704262, сдвиг рамки считывания с образова-
нием преждевременного стоп-кодона), TCF3 (мутация 
в сайте сплайсинга), NR2C2 (сдвиг рамки считывания), 
HTN3 (rs1000049861, потеря старт-кодона), NFKBIE 
(мутация в сайте сплайсинга), ASCC3 (rs763748649, 
сдвиг рамки считывания), NTRK2 (мутация в сайте 
сплайсинга), CNTRL (преждевременный стоп-кодон), 
ENDOG (преждевременный стоп-кодон), PIM2 (две му-
тации сдвига рамки считывания). При этом ген CCNB2 
кодирует циклин B2 и связан с развитием ММ.

Среди генов, связанных с ММ, мы обнаружили 
мутации в генах KMT2D (синонимичная замена 
9840G→A), PRKD2 (rs771555628, миссенс-мутация 
2477G→A, Arg826Gln), ERBB4 (мутация в интроне 
1288+58T→C), CAMP (миссенс-мутация 341C→G, 
Thr114Arg), RASA2 (мутация в интроне), BST1 (му-
тация в интроне), IKBKB (мутация в интроне), MT-CO1 
(5'UTR-вариант) и уже упомянутую выше мутацию в 
гене CCNB2. Миссенс-мутации в генах PRKD2 и CAMP 
являются повреждающими согласно SIFT и PolyPhen. 
Таким образом, в опухоли обнаружены мутации вы-
сокой и средней значимости в трех генах, связанных 
с ММ: PRKD2, CCNB2 и CAMP. Дополнительно мы вы
явили делеции в гене RASA2 (222 п.о., захватывающие 
участок экзон 22–интрон 22) и генах NFKBIE (37 п.о., 
на границе интрон 3–экзон 4) и IRF2BPL (83 п.о., в эк-
зоне 1), также связанных с ММ [39, 40]. Известно, что 
около 50  % пациентов с ММ имеют мутации в генах 
RAS/MAPK-пути сигнальной трансдукции, которые в 
основном обнаруживаются в генах KRAS и NRAS [3].

Гены PRKD2 и RASA2 также участвуют в этом пути 
передачи сигналов, но мутации в них обнаруживаются 
при ММ с частотой менее 5 % [3]. Ген PRKD2 кодирует 
сериновую и треониновую киназы, участвующие в 
регуляции путей RAS/MAPK и NFκB, и служит драй-
верным геном ММ [3]. Тем не менее обнаруженная 
нами миссенс-мутация в гене PRKD2, несмотря на по-
вреждающий потенциал, локализуется в конце гена и 
не затрагивает функционально важных участков белка.

Ген  RASA2 также входит в число драйверных 
генов ММ и рассматривается как ген-онкосупрессор 
[3]. При этом мутации в гене RASA2, приводящие к 
синтезу укороченного белка, были описаны при ММ 
[41]. Обнаруженная нами делеция может рассматри-
ваться как драйверная мутация при описываемом 
наблюдении ММ. То же самое нельзя сказать про 
выявленную мутацию в гене CCNB2. Экспрессия гена 
CCNB2 положительно коррелировала с прогрессиро-
ванием ММ [42], в связи с чем инактивирующую этот 
ген мутацию можно расценивать как благоприятное 
событие. Помимо этого обращает на себя внимание 
наличие в опухоли мутаций в двух генах, кодиру-
ющих антимикробные пептиды. Ген  CAMP кодирует 
антимикробный пептид семейства кателицидинов, 
участвующий в контроле врожденного иммунитета 
и регуляции воспаления. Мы также обнаружили му-
тацию высокой значимости в гене HTN3, кодирующем 
другой антимикробный пептид гистатин 3.

Следует отметить, что наибольшее число повре-
ждающих (в отношении белка) мутаций в опухоли 
обнаружено в генах, участвующих в регуляции транс-

крипции, сигнальной трансдукции, метаболизма (см. 
рис. 3). При этом мы выявили мутации в генах, которые 
ранее не ассоциировались с ММ, но обнаруживали 
связь с другими онкологическими заболеваниями. 
Например, пациент имеет мутацию в гене ASCC3 
(rs763748649, сдвиг рамки считывания), который ко-
дирует компонент комплекса ASCC, участвующего в ре-
парации алкилированных повреждений в ДНК. ASCC3 
является ДНК-геликазой, которая высвобождает 
поврежденную нить ДНК из дуплекса, что необходимо 
для последующего деалкилирования поврежденного 
основания диоксигеназой ALKBH3 [43, 44]. Мутации 
в гене ASCC3 обнаруживаются в различных опухолях 
и опухолевых клеточных линиях [45]. Инактивация 
гена ASCC3 приводит к увеличению количества 3'-ме-
тилцитозина в ДНК, который блокирует движение 
вилки репликации и является мутагеном. Вследствие 
этого пролиферация клеток подавляется [43]. У опи-
сываемого нами пациента более 10  других мутаций, 
затрагивающих ген ASCC3. В частности, больной яв-
ляется гетерозиготой по миссенс-мутации rs9390698, 
приводящей к замене Leu146Phe в N-терминальном 
домене белка, участвующем во взаимодействии с 
ASCC2, а также гомозиготой по мутации rs240780, 
приводящей к замене Ser1995Cys в белке.

Кроме того, мы нашли в опухоли миссенс-мутацию 
в гене TET3, кодирующем 5'-метилцитозиндиокси-
геназу. Пациент является гетерозиготой по двум 
наследуемым вариантам rs61741171 (миссенс-мутация 
1006C→T, замена в белке Pro336Ser) и rs7560668 
(синонимичная замена 2257T→C) в гене TET3. При 
этом в опухоли появляется дополнительная мутация 
5069C→T, приводящая к аминокислотной замене 
Ser1690Leu в белке. Диоксигеназы  TET (TET1, TET2 
и TET3) контролируют динамику метилирования/
деметилирования ДНК и необходимы для поддержания 
нормального гемопоэза [46]. При ММ часто обнаружи-
ваются мутации в гене TET2, которые коррелируют с 
прогрессированием заболевания и устойчивостью к 
противоопухолевой терапии [1]. Мутации в гене TET3 
до сих пор не были обнаружены при ММ, но встреча-
лись в других опухолях, включая гематологические, 
такие как Т-клеточная лимфома и хронический лим-
фолейкоз [46, 47]. Интересно отметить, что активность 
белков TET зависит от витамина С, причем мутации в 
транспортерах этого витамина связаны с различными 
опухолями [46, 48].

Мы обнаружили в опухоли мутацию COSV57772281 
(rs1313457895, 1370G→A, Arg457His) в гене SLC23A2, 
кодирующем транспортер L-аскорбиновой кислоты. 
Следует также отметить выявленную в опухоли 
мутацию в гене CHD1 (2542G→C, Asp848His), кодиру-
ющем фактор ремоделирования хроматина, который 
участвует в поддержании открытой структуры 
хроматина и репарации двунитевых разрывов в ДНК 
посредством гомологичной репарации [49, 50]. Эта за-
мена затрагивает высококонсервативный остаток ас-
парагиновой кислоты в С-терминальном геликазном 
домене белка и может влиять на его функции [51]. 
Мутации в гене CHD1 обнаруживаются чаще всего при 
раке простаты [52].

Мы выявили в геноме опухоли более 40  струк-
турных перестроек. Подавляющее большинство из 
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Рис. 4. Изменения числа копий фрагментов хромосом:
А — изменение копийности, определенное с помощью инструмента CNVkit [56]; Б — изменения количества копий на хромосоме 1. Жел-
тым цветом отмечены участки с измененным числом копий

Fig. 4. Changes in the copy number of chromosome fragments:
А — a copy number change detected by CNVkit [56]; Б — copy number changes on chromosome 1. The yellow color shows the sites with copy 
number changes
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них представлены дупликациями, которые затраги-
вают хромосомы 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17 
и 19 (рис. 4, А). В их числе дупликация длинного плеча 
хромосомы 1 (+1q) (рис.  4, Б), имеющая важное кли-
ническое значение. Наибольшее число дупликаций 
было выявлено в хромосомах 5, 6, 7, 12 и 15 (по 4 в 
каждой). Кроме того, в опухоли установлено четыре 
делеции в хромосомах 7, 14, 15 и 17. Большое число 
дупликаций может свидетельствовать об активации 
механизма инсерций посредством репликативного 
синтеза ДНК со сменой матрицы (templated insertions) 
[53]. В результате перестроек была дуплицирована 
большая часть хромосомы 6, включая участки, содер-
жащие гены IRF4, CCND3, PRDM1, USP45, JARID2, ко-
торые играют важную роль в развитии ММ, короткое 
плечо хромосомы 9, где локализуется ген CDKN2A, а 
также большая часть хромосомы 19, включая локус 
KLF2. Кроме того, в опухоли установлена трисомия 
по хромосоме 3. Следует отметить, что трисомия  3 
улучшает ОВ и ВБП вне зависимости от проводимого 
лечения и учитывается как благоприятный фактор 
прогноза течения заболевания на фоне некоторых 
других хромосомных перестроек [54, 55]. В результате 
структурных изменений увеличилась копийность 
большого количества генов, связанных с ММ, среди 
которых в дополнение к указанным выше важно отме-
тить DAXX, ATR, ATRIP, TERC, XPC, MYNN, ERCC1, KMT2B, 
CRBN.

Мы провели анализ мутационных подписей и 
распределения количества мутаций в ДНК опухоле-
вого материала. В хромосомах 14, 17 и 22 мы выявили 
кластерные мутации (рис. 5). При этом в хромосомах 
14 и 17 обнаружены дупликации и делеции больших 
блоков генетического материала (см. рис.  4, А). При 
анализе мутационных подписей структурных вари-
аций была найдена подпись ID6 (рис.  6), коррелиру-
ющая с нарушением гомологичной рекомбинации. 

Следует отметить, что появление такой подписи 
может быть связано с обнаруженными у пациента 
герминальными мутациями в генах RFDW3 и TP53, ко-
торые вовлечены в репарацию двунитевых разрывов 
ДНК, межмолекулярных сшивок и остановившихся 
вилок репликации ДНК, а также с рядом мутаций, 
выявленных в опухоли, в частности, в генах ASCC3 и 
CHD1.

При анализе нетранслируемых регионов (5'UTR и 
3'UTR) генов мы обнаружили мутационные подписи 
SBS1 и SBS17b. Подпись SBS1 связана с возрастом, когда 
количество мутаций увеличивается по мере старения 
пациента. Наличие этой подписи согласуется с по-
жилым возрастом пациента. Основным молекулярным 
механизмом появления подписи SBS1 является спон-
танное дезаминирование 5'-метилцитозина до тимина 
в ДНК, приводящее к возникновению неправильной 
пары G:T. Для восстановления генетической инфор-
мации T должен быть замещен на C, как правило, благо-
даря активности системы эксцизионной репарации и, 
частично, системы репарации неспаренных оснований. 
У пациента установлено множество мутаций (в т. ч. му-
тации высокого риска), затрагивающих гены системы 
эксцизионной репарации ДНК. Кроме того, мы обнару-
жили мутации в генах системы репарации неспаренных 
оснований и мутацию в гене TET3 в опухоли (см. рис. 3). 
Интересно, что диоксигеназа TET3 участвует в гидрок-
силировании 5'-метилцитозина до 5'-гидроксиметил-
цитозина, который может вырезаться из ДНК системой 
эксцизионной репарации или спонтанно деметили-
роваться до цитозина [58]. Данный факт, несомненно, 
может объяснить появление мутационной подписи 
SBS1 в геноме опухолевых клеток пациента (см. рис. 6).

Мутационная подпись SBS17b, также обнару-
женная в нетранслируемых регионах, имеет неиз-
вестное происхождение и практически неотличима 
от подписи SBS28. Предполагается, что появление 
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Все регионы

Нетранслируемые
регионы
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SBS1 SBS5 SBS17b ID6

Рис. 5. Паттерн локализованных гипермутаций (кластерных мутаций), рассчитанный с помощью Mutalisk (цит. по [57])

Fig. 5. Pattern of localized hypermutations (cluster mutations) calculated using Mutalisk (quoted from [57])
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Рис. 6. Мутационные подписи, рассчитанные для соматических 
вариаций в  кодирующих и  регуляторных (нетранслируемых) 
регионах. Представлено количество вариаций для  каждой 
из мутационных подписей. SBS — мутационные подписи, най-
денные при  анализе однонуклеотидных замен; ID  — мутаци-
онные подписи, найденные при анализе делеций и инсерций 
(инделов)

ID6 — нарушение гомологичной рекомбинации; SBS1 — спонтан-
ное дезаминирование 5-метилцитозина, связанное с возрас-
том; SBS5  — нарушение репарации неспаренных нуклеотидов; 
SBS17b  — терапия фторурацилом и окислительные поврежде-
ния, индуцированные активными формами кислорода.

Fig. 6. Mutation signatures calculated for somatic variations in the 
coding and regulatory (non-translated) regions. Mutation signa-
tures with the number of variations for each of them. SBS represent 
mutation signatures detected with single nucleotide substitution 
analysis; ID are mutation signatures detected with deletion and in-
sertion (indel) analysis

ID6 — homologous recombination deficiency; SBS1 — age-associated 
spontaneous deamination of 5-methylcytosine; SBS5  — mismatch 
repair deficiency; SBS17b — fluorouracil therapy and reactive-oxygen-
species-induced oxidative damage.

таких мутаций в ДНК может быть вызвано рядом про-
тивоопухолевых лекарственных соединений, таких 
как фторурацил, а также дефектами экзонуклеазной 
функции ДНК-полимераз  ε. Поскольку образец аспи-
рата костного мозга пациента был получен для секве-
нирования до начала лечения, влияние противоопу-
холевых препаратов на появление подписей SBS17b 
и SBS28 можно исключить. У пациента обнаружено 
7  наследуемых вариантов (rs4883544, rs5745022, 

rs5744944, rs5744934, rs5744857, rs4077170, 
rs2075784) в гене POLE, кодирующем каталитическую 
субъединицу ДНК-полимеразы  ε, однако ни одна из 
них не затрагивает экзонуклеазный домен фермента. 
Большинство из этих мутаций локализуется в неко-
дирующих областях гена POLE (интронах или 3'-UTR). 
Вариант rs5744934 представляет собой миссенс-му-
тацию Asn1396Ser, которая у наблюдаемого пациента 
находится в гетерозиготном состоянии. Согласно 
базе данных https://www.cbioportal.org/, вариант 
rs5744934 был обнаружен в нескольких опухолевых 
образцах (нейробластомы, острого миелоидного 
лейкоза, В-лимфобластного лейкоза и меланомы). 
Подпись  SBS5 наряду с подписью SBS1 установлена 
при анализе всех найденных соматических мутаций. 
При этом подпись SBS5, так же как и SBS1, связана с 
возрастом, однако ее этиология неизвестна.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ полученных данных показывает, что геномы 
нормальных и опухолевых клеток у наблюдаемого па-
циента имеют как ряд особенностей, характерных для 
типичной ММ, так и ряд отличительных черт, которые 
не были описаны ранее при этой злокачественной 
опухоли. Первое, что обращает на себя внимание,  — 
это наличие у пациента сразу нескольких наследуемых 
мутаций, характеризующих предрасположенность 
к ММ, часть из которых способна нарушать процесс 
рекомбинационной репарации ДНК. Мы полагаем, что 
нарушения рекомбинационной репарации могли стать 
одной из основных причин возникновения ММ у паци-
ента. На это указывает не только наличие наследуемых 
мутаций в генах RFDW3 и TP53, но и факт выявления 
в опухоли мутационной подписи ID6, а также большое 
количество структурных перестроек, которые часто 
появляются вследствие снижения точности рекомби-
национной репарации поврежденной ДНК.
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Необходимо отметить, что несмотря на наличие 
у пациента сразу нескольких мутаций предрасполо-
женности, заболевание развилось в более позднем 
возрасте (81 год), чем это происходит в среднем. Так, 
медиана возраста пациентов, у которых впервые 
диагностируется ММ, составляет приблизительно 
64 года. В геноме опухолевых клеток мы обнаружили 
мутационную подпись SBS1, связанную с возрастом. 
Этот факт заслуживает особого внимания в связи 
с выявлением в опухоли мутации в гене TET3 и 
наличием у пациента нескольких мутаций по генам 
эксцизионной репарации. Это позволяет предполо-
жить, что нарушения не только рекомбинационной, 
но и эксцизионной репарации могли способствовать 
развитию ММ.

Вторая особенность, которая привлекает вни-
мание,  — это профиль соматических мутаций, выяв-
ленных у пациента. В опухоли мы обнаружили мутации 
высокой и средней значимости в ряде генов, которые 
связаны с ММ, а также делеции, затрагивающие гены 
RASA2, NFKBIE и IRF2BPL, которые с высокой вероятно-
стью повреждают функцию соответствующих генов. 
Из обнаруженных мутаций делеция в гене RASA2 
может рассматриваться с высокой вероятностью как 
драйверное событие.

Помимо этого мы обнаружили мутации в генах, 
связанных с развитием других типов опухолей, в 
частности в генах ASCC3, TET3, CHD1, и мутации в генах 
CAMP, HTN3, кодирующих антимикробные пептиды. 
Формат исследования не позволяет нам во многих 
случаях отличить драйверные мутации от «пасса-
жирских», которые могли возникнуть вследствие 
повышения скорости мутагенеза на фоне нарушения 
функционирования систем рекомбинационной и 
эксцизионной репарации. Однако в совокупности 
полученные данные позволяют говорить о том, что 
профиль соматических мутаций, обнаруженных в 
опухоли, имеет ряд интересных особенностей. Нельзя 
исключать, что для части из обнаруженных нами 
мутаций ассоциация с ММ будет доказана позже, при 
накоплении большего количества данных.

Следует отметить, что в исследовании B.А. Walker 
и соавт. более 15 % пациентов не имели мутаций ни 
в одном из драйверных генов ММ [3]. Данный факт 
указывает на то, что существует дополнительная 
группа драйверных генов, для которых связь с ММ 
пока не удалось установить. Мы не выявили у паци-
ента существенных факторов риска, за исключением 
дупликации длинного плеча хромосомы 1 (+1q), 
которая расценивается рядом систем стадирования 
как перестройка высокого риска [2]. Тем не менее 
ввиду отсутствия амплификации 1q21 и других фак-
торов риска вклад одной дополнительной копии 1q 
остается неопределенным [59]. При этом у пациента 
в опухолевых клетках выявлена трисомия по хро-
мосоме 3, связанная с улучшением ОВ и ВБП [54, 55]. 
Мутационный профиль гена ABCB1 и других генов, 
связанных с реакцией на противоопухолевые лекар-
ственные препараты, позволяет предположить, что на 
фоне применявшегося лечения существенные риски 
отсутствуют.

Таким образом, по совокупности полученных 
данных пациент с высокой вероятностью может 

войти в группу с относительно высокими показате-
лями выживаемости. Однако наличие большого числа 
мутаций, влияющих на работу систем рекомбинаци-
онной и эксцизионной репарации, и большого числа 
структурных перестроек в геноме опухоли создает 
определенные генетические риски, особенно с учетом 
возраста пациента. Необходимо отметить, что наше 
исследование имеет ограничение, т. к. использование 
NGS c короткими прочтениями не всегда позволяет 
определить некоторые структурные изменения 
генома, включая ряд транслокаций. Данный факт не 
отменяет широкого использования методов NGS (как 
полногеномных, так и экзомных) для характеристики 
структурных изменений геномов ММ. Дальнейшая 
разработка подобных исследований возможна в 
направлении изучения динамики накопления сомати-
ческих мутаций на фоне лечения и на разных этапах 
течения ММ.
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