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Введение. Наличие мутаций FLT3-ITD у пациентов с острым миелоидным лейкозом служит маркером плохого про-
гноза, который включен в перечень для стратификации риска ELN 2017 г. Основным критерием для разделения 
пациентов на группы по прогнозируемым исходам стало аллельное соотношение (allelic ratio, AR) с границей 0,5: 
показатель AR <0,5 считается низким, ≥0,5 – высоким. при этом если важность определения AR не вызывает сомне-
ния, то значение информации о длине повтора и локализации все еще остается спорным. Распространены 2 подхода 
к скринингу FLT3-ITD. первый – более доступный и дешевый метод полимеразной цепной реакции (пЦР) с электро-
форетической детекцией, второй – более дорогостоящий и требующий наличия специального оборудования метод 
фрагментного анализа, позволяющий не только обнаружить мутацию и определить длину повтора, но и провести 
количественную оценку, т. е. рассчитать AR.
Цель исследования – сравнить методы фрагментного анализа и пЦР-электрофореза при поиске мутаций FLT3-ITD 
в образцах ДНК от пациентов с диагнозом острого миелоидного лейкоза.
Материалы и методы. За период 2020–2022 гг. методами фрагментного анализа и пЦР-электрофореза были про-
анализированы образцы крови и / или костного мозга от 45 пациентов с подтвержденным диагнозом острого мие-
лоидного лейкоза, получавших лечение в Краевой клинической больнице г. Красноярска. подтверждение и иден-
тификацию мутаций FLT3-ITD проводили секвенированием по Сэнгеру.
Результаты. Среди 45 пациентов оба метода позволили выявить мутации FLT3-ITD у 11 (24,45 %) пациентов. по резуль-
татам фрагментного анализа медиана длины повтора составила 42,70 (26,01–99,84) пары оснований, AR – 0,532 (0,027–
3,328), уровень аллельной нагрузки (allelic frequency, Af) – 34,71 (2,67–76,90) %. В 1 образце выявлено 3 разных ITd. 
Секвенирование по Сэнгеру позволило идентифицировать мутации у 9 из 11 пациентов.
Заключение. фрагментный анализ и пЦР-электрофорез показали сходные результаты при оценке образцов с разной 
длиной ITd и разным AR. Можно предполагать, что в случае небольшого размера ITd и низких значений AR и Af при 
использовании пЦР-электрофореза мутантный аллель не будет визуализироваться, что может привести к получению 
ложноотрицательного результата. Недостатком использования метода пЦР-электрофореза является также то, что без при-
менения специальных программ, позволяющих определить размер и интенсивность свечения полосы, соответствующей 
мутантному аллелю, нельзя определить значение AR, что важно для стратификации риска острого миелоидного лейкоза. 
Таким образом, для обнаружения FLT3-ITD мы рекомендуем использовать метод фрагментного анализа.

Ключевые слова: фрагментный анализ, пЦР-электрофорез, FLT3-ITD, острый миелоидный лейкоз, секвенирование 
по Сэнгеру
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New directions, diagnostic opportunities, and treatment advances
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Background. The presence of the FLT3-ITD mutations in patients with AML serves as a marker of poor prognosis, which 
is included in the ELN 2017 risk stratification guideline. The main criterion for dividing patients into groups according 
to the predicted outcomes was the allelic ratio (AR) with a cutoff of 0.5: an AR value <0.5 is considered low, and ≥0.5 
is considered high. At the same time, if the importance of AR determination is beyond doubt, the value of information 
about the length of the repeat and localization is still controversial. There are two common approaches for FLT3-ITD 
screening. The first, more accessible and cheaper method is the method of pCR electrophoresis and the second, more 
expensive and requiring special equipment, is the fragment analysis method, which allows not only to detect a muta-
tion and determine the repeat length, but also to quantify or calculate AR.
Aim. To compare fragment analysis and pCR electrophoresis in the search for the FLT3-ITD mutations in dNA samples 
from AML patients.
Materials and methods. for the period of 2020–2022 fragment analysis and pCR electrophoresis were used to analyze blood 
and / or bone marrow samples taken from 45 patients with a confirmed diagnosis of AML who were treated at the Re-
gional Clinical Hospital (Krasnoyarsk). Confirmation and identification of the FLT3-ITD mutations was performed by means 
of Sanger sequencing.
Results. both methods revealed the FLT3-ITD mutations in 11 (24.45 %) patients among the 45 patients studied. Ac-
cording to the results of fragment analysis, the median repeat length was 42.70 base pairs (range 26.01–99.84 base 
pairs), AR was 0.532 (0.027–3.328), and the allelic frequency (Af) was 34.71 (2.67–76.90) %. Three different ITds 
were identified in one sample. Sanger sequencing identified mutations in 9 of 11 patients.
Conclusion. fragment analysis and pCR electrophoresis showed similar results when analyzing samples with different 
ITd lengths and with different allelic ratios. but it can be assumed that in the case of a small ITd and low AR and Af 
values, when using pCR electrophoresis, the mutant allele will not be visualized, which can lead to a false negative re-
sult. The disadvantage of using the pCR electrophoresis method is also that without the use of special programs that 
allow determining the size and intensity of the band corresponding to the mutant allele, it is impossible to determine 
the AR value, which is important for AML risk stratification. Thus, for detection of the FLT3-ITD we recommend using 
the fragment analysis method.

Keywords: fragment analysis, pCR electrophoresis, FLT3-ITD, acute myeloid leukemia, Sanger sequencing
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Введение
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) – гетерогенное 

злокачественное миелопролиферативное заболевание 
с активной пролиферацией недифференцированных 
миелоидных предшественников. Возникновение за­
болевания обусловлено большим спектром как цито­
генетических нарушений, так и генетическими мута­
циями. Поэтому определение мутационного статуса 
пациента – обязательный этап диагностики в дебюте 
ОМЛ. Одними из таких маркеров служат мутации в ге­
не FMS­подобной тирозинкиназы 3 (FLT3).

FLT3 принадлежит к семейству рецепторных тиро­
зинкиназ и представляет собой димер, который состо­
ит из 5 иммуноглобулиноподобных доменов во вне­
клеточных областях, трансмембранного домена, 
юкстамембранного домена (JM), тирозинкиназного 
домена (TKD), разделенного на 2 части доменом вставки 
киназы (обозначенные как TKD1 и TKD2), и C­тер­
минального домена во внутриклеточных областях [1]. 
В структуре FLT3 можно выделить 2 «горячие» области, 
мутации в которых будут приводить к лиганд­незави­
симой активации рецептора, – ингибирующий JM 

и каталитический TKD. Мутации наблюдаются в 30–
40 % случаев ОМЛ и могут встречаться как при нор­
мальном кариотипе, так и в сочетании с хромосомными 
перестройками (t(15;17)/PML-RARA, t(6;9)/DEK-NUP214, 
t(5;11) / NUP98-NSD1, inv(16)/CBFB-MYH11) и другими 
соматическими мутациями (NPM1, DNMT3A) [2]. Му­
тации в гене FLT3 делят на внутренние тандемные 
повторы (FLT3-ITD) в экзонах 14 и 15 и однонуклео­
тидные замены (FLT3-TKD) в экзоне 20.

Мутации FLT3-ITD встречаются в 25–30 % всех 
случаев ОМЛ у взрослых пациентов [3]. Они способ­
ствуют активной пролиферации за счет конститутив­
ного фосфорилирования рецептора FLT3 и одно­
временно подавляют апоптоз за счет рекрутирования 
транскрипционных факторов. При мутациях FLT3-ITD 
возникают, как правило, дупликации от 3 до несколь­
ких сотен пар оснований (bp) [4, 5], которые приводят 
к удлинению JM, нарушая тем самым его аутоингиби­
рование. В ранних исследованиях акцентировали вни­
мание на мутациях FLT3-ITD лишь в JM (мотивы JM­B, 
JM­S, JM­Z и hinge region (шарнирная область)) [6]. 
F. Breitenbuecher и соавт. в исследовании показали, что 
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на долю JM приходится только 70 % FLT3-ITD, тогда 
как оставшиеся 30 % располагались в домене TKD1 
(beta1­sheet, NBL, beta2­sheet) [7, 8]. FLT3-ITD обычно 
связаны с повышенным количеством лейкоцитов (до 
гиперлейкоцитоза) и повышенным количеством мие­
лобластов в миелограмме и гемограмме (до тотальной 
бластемии) [1]. Для FLT3-ITD+­пациентов характерны 
высокий риск развития раннего рецидива и снижение 
общей выживаемости [9]. Во многих исследованиях 
прослеживается тенденция к увеличению риска реци­
дива и снижению общей выживаемости с ростом уров­
ня мутантного аллеля FLT3-ITD [2, 5, 9]. Более длин­
ные тандемные повторы приводят к снижению общей 
выживаемости, но в исследованиях редко учитывают 
локализацию мутации, что, по мнению ряда авто­
ров, напрямую должно влиять на прогноз [5, 6, 9–11]. 
Различий по влиянию мутаций FLT3-ITD в разных 
фенотипических группах по франко­американо­бри­
танской классификации ОМЛ не выявлено [9]. Одна­
ко при остром промиелоцитарном лейкозе наблюда­
ется минимальное влияние, что, возможно, связано 
с t(15;17)/PML-RARA [12].

FLT3-ITD служит маркером плохого прогноза, ко­
торый включен в перечень для стратификации риска 
ELN 2017 г. [13]. При ОМЛ принято рассчитывать не 
уровень аллельной нагрузки (allelic frequency, AF), а ал­
лельное соотношение (allelic ratio, AR), равное отно­
шению доли мутантного аллеля к доле аллеля «дикого» 
типа. Основным критерием для разделения пациентов 
на группы по прогнозируемым исходам стало AR с гра­
ницей 0,5. Так, показатель <0,5 считается низким AR, 
≥0,5 – высоким AR. Поскольку мутации FLT3-ITD 
часто обнаруживают в сочетании с мутациями в гене 
NPM1, которые, наоборот, положительно влияют 
на выживаемость и течение заболевания, то пациентов 
с диагнозом ОМЛ стали делить на 3 группы по прогно­
зируемым исходам с использованием обоих маркеров. 
В группу благоприятного риска входят пациенты с му­
тацией NPM1 и либо отсутствием FLT3-ITD, либо при 
наличии FLT3-ITD с низким AR; в группу промежуточ­
ного риска – либо с NPM1 и FLT3-ITD с высоким AR, 
либо без NPM1 и FLT3-ITD или при наличии FLT3-ITD 
с низким AR; в группу неблагоприятного риска – без 
мутаций NPM1 и с наличием FLT3-ITD с высоким AR. 
Аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых 
клеток – альтернативный вариант консолидирующей 
терапии при достижении первой полной ремиссии. Счи­
тается, что пациентам группы благоприятного риска 
не требуется аллогенная трансплантация, тогда как для 
пациентов групп промежуточного и неблагоприятно­
го риска она рекомендуется, если нет иных противо­
показаний. Также при лечении FLT3-ITD+­пациентов 
с диагнозом ОМЛ групп промежуточного и неблаго­
приятного риска к индукционной терапии с 8­го дня 
рекомендовано добавлять ингибиторы тирозинкиназ 
(например, мидостаурин) [9]. По этой причине скри­
нинг мутаций FLT3-ITD должен быть проведен в тече­

ние 2–3 дней с момента постановки диагноза [13]. При 
этом если важность определения AR не вызывает сомне­
ния, то значение информации о длине тандемного повто­
ра и его локализации все еще остается спорным [14].

В настоящее время для анализа мутаций FLT3-ITD 
исследователи стремятся перейти от более дешевого 
и доступного скринингового метода полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с электрофоретической детек­
цией к методу фрагментного анализа, который прово­
дится на специальных приборах и позволяет не только 
обнаружить мутацию и определить длину повтора, но 
и провести количественную оценку, т. е. рассчитать AR.

Цель исследования – сравнить методы фрагмент­
ного анализа и ПЦР­электрофореза при поиске мута­
ций FLT3-ITD в образцах ДНК от пациентов с диагно­
зом ОМЛ.

Материалы и методы
За период 2020–2022 гг. были проанализированы 

45 образцов ДНК от пациентов с подтвержденным 
 диагнозом ОМЛ, получавших лечение в Краевой кли­
нической больнице г. Красноярска. ДНК выделяли 
из лейкоцитов периферической крови (ПК) и / или кле­
ток костного мозга (КМ) с помощью набора реагентов 
ДНК­Сорб­В (АмплиСенс, Россия).

Для выявления мутаций FLT3-ITD методом ПЦР­
электрофореза целевой участок амплифицировали 
с помощью набора для проведения ПЦР в реальном 
времени в присутствии EVA Green (Синтол, Россия) 
согласно инструкции производителя. Праймеры, за­
имствованные из статьи A. Y. Tan и соавт. [15], флан­
кируют участок экзонов 14 и 15 длиной 326 bp, тем са­
мым охватывая все описанные на сегодняшний день 
варианты тандемных повторов в доменах JM и TKD1 
по данным базы COSMIC [16]: прямой праймер – 
5’­TGCAGAACTGCCTATTCCTAACTGA­3’; обратный 
праймер – 5’­TTCCATAAGCTGTTGCGTTCATCAC­3’. 
В реакцию ПЦР брали 50 нг ДНК. В качестве отрица­
тельного контроля использовали ДНК пациента 
без мутаций в анализируемом участке (образец «дико­
го» типа). ПЦР проводили на приборе CFX96 (Bio­Rad, 
США) согласно следующей программе: 3 мин – 95 °С; 
35 циклов: 30 с – 95 °С, 40 с – 62 °С, 40 с – 72 °С; 1 цикл 
финальной элон гации 20 мин – 72 °С. Для контроля 
наработки ПЦР­продукта считывание плашки произ­
водили по каналу FAM на этапе отжига праймеров. 
Продукты амплификации разделяли в 3 % агарозном 
геле в течение 1 ч и в 8 % полиакриламидном геле (ПААГ) 
в течение 2 ч. Соответствие молекулярных весов про­
дуктов амплификации в обоих случаях оценивали с по­
мощью маркера молекулярного веса GeneRuler Low 
Range DNA Ladder (Applied Biosystems, США) – размер 
фрагментов от 700 до 25 bp. Результат считали положи­
тельным при наличии дополнительной полосы, располо­
женной выше полосы «дикого» типа длиной 326 bp.

Для выявления и количественной оценки мутаций 
FLT3-ITD методом фрагментного анализа использовали 
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тот же протокол ПЦР и те же праймеры, что и для про­
ведения ПЦР­электрофореза, но к прямому праймеру 
на 5’­конце была добавлена флуоресцентная FAM­мет­
ка. Каждый образец анализировали в 2 повторах. Да­
лее 0,5 мкл меченых ПЦР­продуктов, предварительно 
разведенных в 10 раз, смешивали с 0,2 мкл GeneScanTM 
500 LIZTM dye Size Standard (Applied Biosystems, США) 
и 9,3 мкл Hi­DiTM Formamide (Applied Biosystems, 
США). Приготовленные смеси нагревали в термоста­
те при температуре 95 °С в течение 3 мин и остужали 
до 4 °С в течение 2 мин. Капиллярный электрофорез 
проводили на генетическом анализаторе 3500 (Applied 
Biosystems, США), а обработку результатов фрагмент­
ного анализа – в программе GeneMapper® Software 
(Applied Biosystems, США). Результат считали поло­
жительным при наличии дополнительных пиков спра­
ва от пика, соответствующего фрагмента «дикого» 
типа длиной 326 bp. Длину тандемного повтора счита­
ли как разность между длиной фрагмента мутантного 
типа (FLT3-ITD) и «дикого» типа (FLT3-WT). AR и AF 
определяли по площади под кривой (AUC) по реко­
мендуемым формулам: AR = AUC

FLT3-ITD
 / AUC

FLT3-WT
; 

AF = AUC
FLT3-ITD

 / (AUC
FLT3-ITD

 + AUC
FLT3-WT

) и выража­
ли в процентах. Для образцов с несколькими повтора­
ми считался их общий вклад в AR и AF как сумма AUC 
всех FLT3-ITD.

Выявленные мутации FLT3-ITD подтверждали 
и идентифицировали секвенированием по Сэнгеру. 
Для этого ПЦР­продукты, полученные при использо­
вании того же протокола и тех же праймеров, что и для 
проведения ПЦР­электрофореза, очищали с помощью 

реагента ExoSAP­IT (Applied Biosystems, США). Сек­
венирующую ПЦР проводили с помощью набора 
BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems, США) согласно инструкции производите­
ля на приборе Veriti (Applied Biosystems, США). Про­
дукты секвенирующей ПЦР очищали с помощью на­
бора BigDye XTerminatorTM Purification Kit (Applied 
Biosystems, США). Капиллярный электрофорез про­
водили на генетическом анализаторе 3500 (Applied 
Biosystems, США), а обработку результатов – в про­
грамме Sequence Scanner Software (Applied Biosystems, 
США). В качестве референса использовали последо­
вательность транскрипта NM_004119.3 (NCBI).

Результаты
Среди 45 пациентов оба используемых метода по­

зволили выявить мутации FLT3-ITD у 11 (24,45 %) па­
циентов.

По результатам фрагментного анализа медиана 
длины повтора составила 42,70 (26,01–99,84) bp, AR – 
0,532 (0,027–3,328), AF – 34,71 (2,67–76,90) %.

На рис. 1 представлены результаты анализа мута­
ций FLT3-ITD методом фрагментного анализа для 3 
из 11 FLT3-ITD+­образцов. В образце № 744 были наи­
меньшие в группе значения AR и AF (ниже стандарт­
ного порога обнаружения фрагментного анализа) [14]. 
В образце № 879 были наибольшие в группе значения 
AR и AF. У 6 из 11 FLT3-ITD+­пациентов значение AR 
было ≥0,5, что соответствует плохому прогнозу. Обра­
зец № 902 был единственным, в котором выявлено 
более одного ITD. При этом аллель ITD3 с длиной 

Рис. 1. Результаты анализа мутаций FLT3-ITD методом фрагментного анализа. Здесь и на рис. 2: WT – фрагмент «дикого» типа длиной 326 bp; 
ITD – фрагмент мутантного типа; AR – аллельное соотношение; AF – уровень аллельной нагрузки; bp – пары оснований. Для образца № 902 
указаны суммарные значения AR и AF всех 3 мутантных аллелей
Fig. 1. Results of FLT3-ITD mutations analysis by means of the fragment analysis. Here and in fig. 2: WT – 326 bp wild type fragment; ITD – mutant type 
fragment; AR – allelic ratio; AF – allelic frequency; bp – base pairs. For sample No. 902, the total values of AR and AF from all three mutant alleles are 
indicated

Длина ITD 37,33 bp / ITD length 37.33 bp
AR = 0,027; AF = 2,67 %

300             № 744                                       300                            № 879                              400                   300                                № 902                         400 
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Длина ITD 62,59 bp / ITD length 62.59 bp
AR = 3,328; AF = 76,90 %

Длина ITD3 65,90 bp / ITD3 length 65.90 bp
AR = 0,393; AF = 31,83 %
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Новые направления, возможности диагностики и успехи лечения

65,90 bp является доминирующим и вносит основной 
вклад в значения показателей AR и AF (0,305 и 23,35 % 
соответственно). Два же других аллеля ITD1 (длина 
20,16 bp, AR = 0,046 и AF = 4,42 %) и ITD2 (длина 45,52 bp, 
AR = 0,042 и AF = 4,06 %) вносят незначительный 
вклад в суммарные значения показателей AR и AF 
(0,393 и 31,83 % соответственно).

На рис. 2 представлены электрофореграммы 
 результатов анализа всех 11 FLT3-ITD+­образцов и конт­
рольного образца «дикого» типа методом ПЦР­электро­
фореза в агарозном геле и ПААГ. Для всех FLT3­ITD+­
образцов при использовании как ПААГ, так и ага розного 
геля, полосы, соответствующие нормальным и мутант­
ным продуктам, визуализируются. В образцах с низ­
кими значениями AR и AF (№ 774 и № 473) полосы, 
соответствующие мутантным аллелям, также визуали­
зируются, но интенсивность свечения гораздо слабее, 
чем в образцах с более высокими значениями AR и AF. 
Размер ITD в образцах № 774 и № 473 составляет 37,33 
и 99,84 bp, чего достаточно для четкого разделения 
основного и мутантного аллелей и в ПААГ, и в агароз­
ном геле. Однако можно предполагать, что в случае 
небольшого размера ITD и низких значений AR и AF 
мутантный аллель не будет визуализироваться, что мо­
жет привести к получению ложноотрицательного ре­
зультата. Также недостатком использования метода 
ПЦР­электрофореза при анализе мутаций FLT3-ITD 
является то, что без использования специальных про­
грамм, позволяющих определить размер и интенсив­
ность свечения полосы, соответствующей мутантному 
аллелю, нельзя определить значение AR. В образце 
№ 902 с 3 дупликациями на электрофореграммах в обо­
их случаях кроме полосы, соответствующей «дикому» 
типу, визуализируются также одна широкая полоса 
(доминирующий ITD3) и одна узкая полоса (не разделив­
шиеся ITD1 и ITD2) фрагментов мутантного типа.

Секвенирование по Сэнгеру позволило идентифи­
цировать мутации у 9 из 11 FLT3­ITD+­пациентов. 

В 2 образцах (№ 774 и № 473) уровень мутантного ал­
леля был ниже уровня порога обнаружения для данно­
го вида анализа. Все 9 мутаций FLT3-ITD располагались 
в экзоне 14 (рис. 3): 6 из них локализовались в мотиве 
JM­Z, 1 – в hinge region и 2 – на границе между hinge 
region и beta1­sheet (между доменами JM и TKD1 со­
ответственно). При мутациях с.1719_1778dup (№ 738, 
COSV54051798) и с.1801_1802ins (№ 902) дуплициро­
вался фрагмент, охватывающий мотивы JM­B, JM­S 
и JM­Z; при c.1778_1779ins (№ 796), c.1761_1785dup 
(№ 766) и c.1761_1805dup (№ 848) – JM­S и JM­Z; при 
c.1779_1805dup (№ 856) – JM­Z; при c.1789_1818dup 
(№ 812, COSV54078758) и c.1827_1828ins (№ 776) – JM­Z 
и hinge region; при c.1762_1827dup (№ 879) – JM­S, 
JM­Z и hinge region. В 6 образцах мутация представле­
на классической для FLT3-ITD дупликацией в пределах 
рамки считывания. В 3 других образцах перед дупли­
цированным фрагментом наблюдались от 1 до 16 до­
полнительных нуклеотидов неизвестной природы, 
которые вместе с дупликацией не нарушали рамку 
считывания. Поскольку нет четкой номенклатуры для 
подобного вида мутаций и выявленные нами 3 мутации 
не представлены в базах данных COSMIC и NCBI, 
в нашем исследовании они названы как инсерции.

Длины ITD, рассчитанные по результатам фраг­
ментного анализа, оказались меньше, чем длины по ре­
зультатам секвенирования по Сэнгеру (медиана раз­
ницы 2,30 (0,86–3,41) bp), и не всегда были кратны 3. 
При этом длины ITD при секвенировании всегда бы­
ли кратны 3.

Обсуждение
В нашем исследовании помимо показателя AR, 

который используется для оценки стратификации ис­
хода, присутствует показатель AF, отражающий долю 
мутантного аллеля среди всех аллелей. Этот показатель 
рассчитывался по той причине, что порог обнаружения 
мутантного аллеля при использовании фрагментного 

Рис. 2. Результаты анализа мутаций FLT3-ITD методом ПЦР-электрофореза и количественные показатели, выявленные методом фрагмент-
ного анализа. ПЦР – полимеразная цепная реакция; MT – фрагмент мутантного типа; образец № 757 – контроль WT
Fig. 2. Results of FLT3-ITD mutations analysis by means of the PCR electrophoresis and quantitative indicators identified by fragment analysis. PCR – 
polymerase chain reaction; MT – mutant type fragment; sample No. 757 – WT control

Длина ITD, bp /  
ITD length, bp 0 37,33 99,84 26,13 65,90 29,01 51,64 26,01 32,14 42,70 57,22 62,59

AR 0 0,027 0,097 0,377 0,393 0,486 0,532 0,544 0,600 0,612 0,665 3,328
AF,  % 0 2,67 8,82 27,40 31,83 32,69 34,71 35,22 37,48 37,95 39,95 76,90

                  № 757       № 774     № 473     № 766   № 902     № 812    № 776     № 856    № 796     № 848    № 738     № 879
3 % агарозный гель  /  3 % agarose gel

8 % полиакриламидный гель  / 8 % polyacrylamide gel
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анализа отражается уровнем AF и является более при­
вычным и наглядным показателем для исследователей, 
чем AR.

Как было сказано ранее, оба сравниваемых метода 
(фрагментный анализ и ПЦР­электрофорез) позво­
лили обнаружить мутации FLT3­ITD в ДНК у всех 
11 FLT3­ITD+­пациентов. Секвенированием по Сэн­
геру были подтверждены 9 из 11 мутаций. Однако, не­
смотря на то что в 2 оставшихся образцах № 473 и № 744 
секвенирование по Сэнгеру не позволило выявить му­
тации из­за низкой чувствительности метода, мы все же 
считаем эти образцы FLT3-ITD по ложительными, по­
скольку на электрофореграммах при анализе обоими 
методами в обеих пробах кроме основного продукта 
визуализируется дополнительный продукт.

M. Sakaguchi и соавт., работая с заклонированны­
ми образцами, определили, что для мутаций FLT3-ITD 
порог обнаружения при проведении ПЦР­электрофо­
реза колеблется в диапазоне AR от 0,034 до 0,072 (что 
эквивалентно AF от 3,3 до 6,7 %), а при проведении 
фрагментного анализа от AR = 0,017 (эквивалентно 
AF = 1,7 %) [1]. В соответствии с этим образец № 473 
с низкими значениями AR и AF (AR = 0,097 и AF = 8,82 %) 
может интерпретироваться как положительный по ре­
зультатам и ПЦР­электрофореза, и фрагментного ана­
лиза. Образец № 774 с еще более низкими значениями 
AR и AF (AR = 0,027 и AF = 2,67 %) может интерпре­
тироваться как положительный только по результатам 
фрагментного анализа, но не ПЦР­электрофореза. 
Также можно предполагать, что на уровень порога об­
наружения при использовании ПЦР­электрофореза 
может влиять и размер ITD, т. е. чем меньше размер 
вставки, тем меньше вероятность визуализировать му­
тантный аллель. При использовании же фрагментно­
го анализа такой проблемы нет.

Медиана тандемного повтора в нашем исследова­
нии (42,70 bp) близка к данным других исследовательс­

ких групп (диапазон 39–51 bp) [5, 6, 10]. S. Schnittger 
и соавт. показали, что в 50 % случаев длина ITD со­
ставляла 24–60 bp [5]. Обнаруженные нами мутации 
FLT3-ITD располагались в мотиве JM­Z и hinge region, 
что также соответствует данным литературы [17]. Му­
тации в этом мотиве могут приводить как к смещению 
положения JM­S относительно TKD2 и, соответствен­
но, к неправильной ориентации мотива JM­B между 
TKD1 и TKD2, открывая доступ к петле активации, так 
и к нарушению взаимодействия JM­Z и TKD1. С уче­
том того что длины мотивов JM­B, JM­S и JM­Z со­
ставляют всего 7, 14 и 11 аминокислотных остатков 
соответственно, подавляющее большинство ITD будут 
дублировать фрагменты ДНК из нескольких разных 
мотивов, что, в свою очередь, объясняет прогностиче­
скую значимость размера ITD [6]. В нашем случае 
лишь 1 из 9 идентифицированных мутаций остается 
в пределах 1 мотива (c.1779_1805dup, которая не пред­
ставлена в базах данных COSMIC и NCBI). В иссле­
довании S. B. Liu и соавт. обсуждается, что дупликации 
размером менее 15 bp (менее 5 аминокислотных остат­
ков) не будут нарушать аутоингибирующую конфор­
мацию JM [10]. На наш взгляд, такое предположение 
несколько сомнительно, поскольку небольшие дупли­
кации также могут затрагивать основные сайты фосфо­
рилирования в JM и, соответственно, влиять на ауто­
ингибирующую конформацию JM. В нашем исследовании 
не выявлено ITD с размером менее 15 bp.

Как и в нашем случае, в ряде исследований [5, 6] 
также среди FLT3­ITD+­образцов при секвенировании 
по Сэнгеру наряду с классическими дупликациями 
находили дупликации, перед которыми присутствова­
ли от одного до нескольких десятков дополнительных 
нуклеотидов неизвестного происхождения, причем 
такие мутации не нарушали рамку считывания.

В нашем исследовании в 1 из 11 образцов выявле­
но присутствие 3 тандемных повторов одновременно, 

Рис. 3. Расположение выявленных у 9 пациентов мутаций FLT3-ITD. Стрелками показаны места вставки ITD на референсной последователь-
ности экзона 14 транскрипта NM_004119.3; цветами выделены последовательности в экзоне 14, кодирующие указанные домены; прописными 
буквами под референсом показаны последовательности дупликаций, курсивом – дополнительные нуклеотиды неизвестного происхождения в со-
ставе ITD
Fig. 3. Location of the FLT3-ITD mutations identified in 9 patients. The arrows show the ITD insertion sites on the reference sequence of exon 14 of the NM_004119.3 
transcript; sequences in exon 14 encoding the indicated domains are highlighted in colors; capital letters below the reference show sequences of duplications, 
cursive is used for additional nucleotides of unknown origin in the ITD

JM-B  
(1714–1734 bp, 572–578 aa)

JM-S  
(1735–1776 bp, 579–592 aa)

JM-Z  
(1777–1809 bp, 593–603 aa)

Hinge region  
(1810–1827 bp, 604–609 aa)

c.1719–1778dup
c.1778–1779ins

c.1761–1785dup
c.1801–1802ins

c.1761–1805dup
c.1779–1805dup

c.1789–1818dup
c.1827–1828ins

c.1762–1827dup
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1 из которых является доминирующим. Позже нами 
был выявлен еще один FLT3-ITD+­пациент с двумя ITD 
(ITD1: длина повтора 23,30 bp, AR = 0,326, AF = 24,57 %; 
ITD2: длина повтора 31,81 bp, AR = 0,357, AF = 26,30 %; 
суммарное AR = 0,683 и AF = 50,87 %). Поскольку 
разница в длине ITD фрагментов в данном случае не­
большая, то при использовании ПЦР­электрофореза 
оказалось сложным определить количество ITD. При­
сутствие 2 и более ITD встречается в 20–25 % всех 
FLT3-ITD+­случаев, но значимой корреляции числа 
ITD с клиническим исходом не наблюдалось [6, 9].

Мутации FLT3-ITD возникают в бластных клетках, 
поэтому при скрининге важно преимущественно ана­
лизировать ДНК из КМ, тем самым повышая шанс 
выявления мутации и снижая риск получить ложно­
отрицательный результат [12], однако не всегда это 
возможно. Тогда используют ПК, но с осторожностью 
при низком содержании бластных клеток в крови. 
M. Sakaguchi и соавт. приводят пример, когда мутация 
FLT3-ITD выявлялась методом ПЦР­электрофореза 
только в образце КМ и не обнаруживалась в образце ПК, 
при этом количество бластных клеток в крови было 
вдвое меньше, чем в КМ [1]. В нашем исследовании 
у 2 пациентов, у которых были доступны для исследо­
вания и КМ, и ПК, AR и AF оказались выше в образцах 
КМ: в первом образце разница AR составила 0,045, 
AF – 1,79 %, во втором AR – 0,175, AF – 6,51 %. В обоих 
случаях AR было ≥0,5 как в образцах КМ, так и в образ­
цах ПК.

При скрининге FLT3-ITD методом ПЦР­электрофо­
реза удалось обнаружить мутации во всех анализируе­
мых 11 образцах с разной длиной ITD (диапазон 26,01–
99,84 bp) и с разным AR (диапазон 0,027–3,328). При этом 
образец с минимальным уровнем AR имел размер ITD 
37,33 bp. Можно предположить, что данный метод 
не сможет выявить ITD­мутации при размере тандемно­
го повтора менее 20 bp. Метод фрагментного анализа 
позволил не только выявить мутации FLT3-ITD, 
но и определить AR, AF и длину ITD. 

В нашем исследовании, как и в других [14, 18], на­
блюдались расхождения между длинами ITD по данным 
фрагментного анализа и секвенирования по Сэнгеру. 
K. I. Mills и соавт. связывают эти различия с особенно­
стями оценки длины на основе максимумов пиков [18]. 
Также к возможным проблемам при интерпретации от­
носят задвоение пиков (пики «заикания») [14]. Это объ­
ясняется свойством коммерческой полимеразы присо­
единять к 3’­концу ам пликона дополнительный аденин. 
В пробе образуются 2 фракции ПЦР­продуктов с разни­
цей по длине в один нуклеотид, чего можно избежать, 
увеличив время финальной элонгации. Таким образом, при 
равных времен ны́х затратах на выполнение обеих техно­
логий и с учетом требований, предъявляемых к срочно­
сти получения результатов, мы склоняемся к использо­
ванию фрагментного анализа для обнаружения мутаций 
FLT3­ITD из­за возможности определения AR и длины 
ITD, которые коррелируют с клиническим исходом.

Заключение
В данной работе проведено сравнение использо­

вания методов фрагментного анализа и ПЦР­электро­
фореза для обнаружения мутаций FLT3-ITD на ДНК 
пациентов с диагнозом ОМЛ. Обе используемые тех­
нологии показали сходные результаты при анализе 
образцов с разной длиной ITD и разным AR. Однако 
можно предполагать, что при небольшом размере ITD 
и низких значениях AR и AF в случае использования 
ПЦР­электрофореза мутантный аллель не будет визу­
ализироваться, что может привести к получению лож­
ноотрицательного результата. Недостатком использо­
вания метода ПЦР­электрофореза при анализе мутаций 
FLT3­ITD является также то, что без использования 
специальных программ, позволяющих определить раз­
мер и интенсивность свечения полосы, соответству­
ющей мутантному аллелю, нельзя определить значение 
AR, что важно для стратификации риска ОМЛ. Таким 
образом, для обнаружения FLT3­ITD мы рекомендуем 
использовать метод фрагментного анализа.
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