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Введение. Определение мутаций в гене FMS-подобной тирозинкиназы 3 (FLT3) играет важную роль в диагностике, 
определении прогноза и тактики терапии острого миелоидного лейкоза (ОМЛ).
Цель: сравнить основные методы, применяемые при диагностике мутаций FLT3 у больных ОМЛ.
Материалы и методы. Молекулярно-генетическую диагностику мутаций FLT3 проводили методами полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с фрагментным анализом (ПЦР-ФА), ПЦР-ФА с двойной меткой, методом тандемной дупли-
кации (ТД-ПЦР), высокопроизводительного секвенирования (ВПС), аллель-специфичной ПЦР (АС-ПЦР) у больных 
ОМЛ, у которых устанавливали диагноз ОМЛ или которые наблюдались в ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава 
России с 2017 г. по 01.06.2024.
Результаты. С помощью метода ПЦР-ФА были получены надежные результат выявления внутренних тандемных ду-
пликаций гена FLT3 (FLT3-ITD). Метод ПЦР-ФА с двойной меткой обладает большей чувствительностью и специфич-
ностью, что позволяет выявить FLT3-ITD у большего числа больных. ТД-ПЦР применим для определения минимальной 
остаточной болезни (МОБ) у части больных. ВПС не только позволяет получить информацию о месте вставки ITD 
и ее нуклеотидном составе, но также расширяет представления о точечных мутациях в первом и втором тирозинки-
назных (TKD1 и TKD2) доменах, которые могут служить причиной резистентности к ингибиторам тирозинкиназ.
Заключение. Применение нескольких методов для исследования мутаций FLT3 позволяет лучше идентифицировать 
минорные клоны FLT3-ITD, определять МОБ и точечные соматические мутации в TKD1 и TKD2 доменах. Даны реко-
мендации по молекулярно-генетической диагностике мутаций FLT3 при ОМЛ.
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Введение
FMS-подобная тирозинкиназа — трансмембран-
ный рецептор семейства тирозинкиназ 3, который 
играет ключевую роль в раннем развитии миелоид-
ных и лимфоидных предшественников в костном 
мозге [1–3]. Активирующие мутации FLT3 обеспечи-
вают пролиферацию, выживание опухолевого клона 
[4]. Они встречаются примерно у 25–35 % взрослых 

больных острым миелоидным лейкозом (ОМЛ), ас-
социированы с нормальным кариотипом, и часто-
та их обнаружения снижается после 60 лет [5–7]. 
Большинство мутаций представляет собой внутрен-
ние тандемные дупликации (FLT3-ITD) в 14–15 эк-
зоне, две трети которых приходится на околомембран-
ный домен (JMD), и около трети мутаций приходится 
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Introduction. The identifi cation of mutations in the FLT3 gene is essential for the diagnosis, prognosis, and selection of treat-
ment strategies for acute myeloid leukemia (AML).
Aim: to compare the main methods used in the diagnosis of FLT3 mutations in patients with AML.
Materials and methods. Identifi cation of FLT3 gene mutations was carried out using polymerase chain reaction (PCR) 
with fragment analysis (PCR-FA), double-label PCR-FA, tandem duplication method (TD-PCR), next-generation sequencing 
(NGS), and allele-specifi c PCR (AS-PCR) in patients who were diagnosed or observed with AML at the National Medical 
Research Center for Hematology from 2017 to 01.06.2024.
Results. The PCR-FA method showed reliable results in the testing of internal tandem duplications of FLT3 gene (FLT3-ITD). 
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Conclusion. The use of several methods to analyze FLT3 mutations makes it possible to make a more accurate identifi cation 
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на первый тирозинкиназный домен (TKD 1) (рис. 1) 
[8]. Мутации FLT3-ITD являются фактором плохого 
прогноза и значимо ассоциированы с лейкоцитозом 
в дебюте ОМЛ, высоким риском рецидива и ухудше-
нием бессобытийной и общей выживаемости [6–10]. 
Правильная диагностика мутаций FLT3-ITD на лю-
бом этапе позволяет не только стратифицировать 
больных на группы риска, но и назначить таргет-
ные препараты — ингибиторы тирозинкиназ, такие 
как мидостаурин, гилтеритиниб, сорафениб [11–16]. 
Локализация места вставки варьирует от больного 
к больному, а длина вставки может быть от 3 пар нук-
леотидов (п. н.) до более 300 п. н., что затрудняет моле-
кулярно-генетическую диагностику.
Другая разновидность мутаций FLT3-TKD — это то-
чечные мутации в тирозинкиназных доменах, основное 
количество которых приходится на 835–836-й кодоны 
20-го экзона (домен TKD2) [17, 18]. Аминокислотные 
замены в этих кодонах выявляют у 5–7 % больных 
ОМЛ, общее количество выявляемых точечных сома-
тических мутаций в TKD доменах при ОМЛ составля-
ет 10 % и более [17, 18]. Мутации FLT3-TKD не влияют 
на прогноз, однако в последние годы вызывают боль-
шой интерес, т. к. могут обусловливать резистентность 
к ингибиторам тирозинкиназ [15, 17–19].
Цель настоящей работы — сравнить основные 
методы, применяемые при диагностике мутаций 
FLT3 у больных ОМЛ.

Материалы и методы
Больные. Молекулярно-генетическое исследование 
мутации FLT3-ITD методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с последующим фрагментным ана-
лизом (ПЦР-ФА) проведено у 1863 больных ОМЛ, 
которым проводили диагностику ОМЛ или кото-
рые наблюдались в ФГБУ «НМИЦ гематологии» 
Минздрава России с 2017 г. по 01.06.2024 по поводу 
ОМЛ. Возраст больных был от 19 до 87 лет, медиа-
на — 44 года. Группу риска больных определяли 
по классификации ELN 2017 [20]. ПЦР-ФА с двой-
ной меткой была применена у 76 больных. Методом 
ПЦР с тандемной дупликацией (ТД-ПЦР) мутации 
исследовали у 105 больных, а методом высокопроиз-
водительного секвенирования (ВПС) — у 146 боль-
ных, мутации FLT3-TKD методом аллель-спе-
цифичной ПЦР (АС-ПЦР) были исследованы 
у 1481 больных, методом ВПС — у 86 больных.
Соблюдение прав больных и правил биоэтики. Протокол 
исследования соответствовал этическим принципам 
и одобрен на заседании локального этического коми-
тета ФГБУ «Национальный медицинский исследо-
вательский центр гематологии» Минздрава России. 
Протокол № 153 от 25.02.2021.
Выделение нуклеиновых кислот. Геномную ДНК из кле-
ток костного мозга выделяли по методике, описанной 
ранее [21]. Концентрацию определяли при помощи 
флуориметра Qubit (Thermo Fisher Scientifi c, США).

TKD2TKD1JMDTM

ED

CN

ITD 
ITD region

572 578 592 603 609 615 623 630496Amino acids

N676K D835Y/H/V

Рисунок 1. Схематичное изображение FMS-подобной тирозинкиназы 3: ED — внеклеточные домены; TM — трансмембранный домен; JMD — околомембранный домен; 
TKD — тирозинкиназный домен. Отмечены ITD регион, в котором происходят вставки FLT3-ITD, и наиболее клинически важные аминокислотные замены N676K и D835Y/
H/V в TKD1 и TKD2 регионах соответственно
Figure 1. Schematic illustration of FMS-like tyrosine kinase 3: ED — extracellular domains; TM — transmembrane domain; JMD — juxtamembrane domain; TKD — tyrosine kinase 
domain. The diagram marks the ITD region, in which FLT3-ITD insertions occur and the most clinically important amino acid substitutions are N676K and D835Y/H/V in the TKD1 and 
TKD2 regions, respectively
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ПЦР-ФА и ПЦР-ФА с двойной меткой. Для 
опре деления FLT3-ITD методом ПЦР-ФА были 
использованы последовательности прайме-
ров, опубликованные ранее: FLT3ITD_F 5’FAM-
AGCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’, FLT3ITD_R 
5’-gtttcttCATCTTTGTTGCTGTCCTTCCAC-3’ (дли-
на продукта 370 п. н.) [22]. Чтобы избежать аде-
нилирования (присоединения лишнего аденина) 
при работе Taq полимеразы и возникновения эф-
фекта «двойных» пиков при капиллярном электро-
форезе, на 5’ конце обратных праймеров была по-
мещена нуклеотидная последовательность gtttctt 
в соответствии с рекомендациями [23]. Для опреде-
ления FLT3-ITD методом ПЦР-ФА с двойной меткой 
были использованы праймеры: FLT3ITD_F 5’FAM-
AGCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’, FLT3ITD_
IP 5’R6G-CAGAAACATTTGGCACATTCCA-3’ (длина 
продукта 164 п. н.). Условия амплификации и капил-
лярного электрофореза были одинаковы для ПЦР-ФА 
и ПЦР-ФА с двойной меткой. Для ПЦР использовали 
реактивы ЗАО «Синтол» (Россия). 20 мкл реакцион-
ной смеси содержали: 100–200 нг ДНК, 5 пмоль прямо-
го и обратного праймеров, dNTP (0,2 мМ), 10 × ПЦР-
буфер, MgCl2 (1,5 мМ), SynTaq ДНК-полимеразу 
(1 ед.). Для увеличения специфичности определения 
анализ выполняли в двух повторах. ПЦР 95° 7 мин, 
затем 30 циклов 95° 45 сек, 60° 45 сек, 72° 60 сек, за-
тем окончательная элонгация 72° 5 мин. ПЦР прово-
дили на амплификаторе «T100» (Bio-Rad Laboratories, 
США).
Для капиллярного электрофореза и фрагментного 
анализа ПЦР-продуктов использовали автоматиче-
ский анализатор нуклеиновых кислот «Нанофор-05» 

(Институт аналитического приборостроения РАН, 
Россия). Для этого 2 мкл разведенного в 50 раз ПЦР-
продукта смешивали с 10 мкл Hi-Di формамида 
(Applied Biosystems, США) и 0,2 мкл маркера молеку-
лярного веса СД 450 (ЗАО «Синтол», Россия). После 
денатурации при 95 °C в течение 3 мин и последующе-
го охлаждения до 4 °C 10 мкл смеси наносили в лунку 
96-луночной плашки и проводили капиллярный элек-
трофорез высокого разрешения на полимере ПДМА-6 
(ЗАО «Синтол», Россия). Время электрофореза состав-
ляло 2500 сек.
Флуоресценцию, площадь пиков и распределе-
ние амплификатов по длине оценивали при помо-
щи компьютерной программы «GeneMapper v. 4.0» 
(Applied Biosystems, США). Для количественной оцен-
ки при ПЦР-ФА определяли аллельное отношение 
(АО) как отношение площади мутантного пика (Smt) 
или суммы площадей всех мутантных пиков к пло-
щади пика дикого аллеля (Swt) по формуле AO = 
Smt/(Swt + Smt), где Smt = Smt1 + Smt2 + … + Smti, 
где i — количество мутантных пиков. Для оценки 
индивидуального вклада каждого мутантного пика 
в общее аллельное отношение для каждого из них 
вычислялась аллельная нагрузка (АН) в процентах 
АН = (Smt/(Smt + Swt)) × 100 %. АО и АН — разные 
величины; так, при равенстве площадей дикого и му-
тантного пиков АО = 1, АН = 50 %. Клиническое значе-
ние при определении группы риска, по рекомендаци-
ям ELN 2017 [20], имеет только АО.
Метод тандемной дупликации (ТД-ПЦР). Для ТД-
ПЦР использовали принцип тандемной дупликации, 
описанный ранее, с модифицированными прайме-
рами [24, 25]. Метод ТД-ПЦР позволяет определить 

Таблица 1. Праймеры для метода TD-PCR
Table 1. Primers for the TD-PCR method

Номер 
пробирки

Tube number

Название
праймера

Primers name

Прямые и обратные праймеры
Forward and reverse primers

Длина праймера (пн)
Length of primer (bp) 

1
TD1F 5’-GTCAAATGGGTGTTTCCAAGA-3’

21
TD1R 5’ FAM-ACTTGGAATCTCCCATTTGAG-3’

2
TD2F 5’-AGACAAATGGGAGTTTCCAAGAGA-3’

24
TD2R 5’ FAM-AGACTTGGAAACTCCCATTTGAGA-3’

3
TD3F 5’-GTGAGAATATGAATATGATCTCAA-3’

24
TD3R 5’FAM-AAGAGATCATATTCATATTCTCTG –3’

4
TD4F 5’-ATGATCTACGTTGATATCAGAGAA-3’

24
TD4R 5’ FAM-AAGTCTGAAATCAACGTAGAAGTA-3’

5
TD5F 5’-GTGATAATGAGTACTTCTACGTTG-3’

24
TD5R 5’ FAM-GTACGTAGAAGTACTCATTATCTG-3’

6
TD6F 5’-ACTCCGGCTCCTCTGATAATGAG-3’

23
TD6R 5’ HEX-GAGATTATCTGTGGAGCCGGTCA-3’

7
TD7F 5’-CTTCGGCTCCTCAGATAATG-3’

20
TD7R 5’ FAM-GTTTATCAGAGGAGCCGGTC-3’

8
TD8F 5’-TACAGGAGACCGGCTCCTCA-3’

20
TD8R 5’ HEX-TGAGGAGCCGGTCACCTGTA-3’
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минимальную остаточную болезнь (МОБ) при встав-
ках длиной более 50 п. н. Для анализа в дебюте ОМЛ 
осуществляли постановку 8-ми отдельных реакций. 
Последовательности праймеров указаны в таблице 1. 
Далее определяли наличие специфического продук-
та по длине. Расчетную длину продукта определяли 
как сумму длин вставки и праймера. Определение 
МОБ проводили в трех повторах только с теми прай-
мерами, с которыми амплификация проходила макси-
мально эффективно при первичном исследовании.
Смесь для ПЦР 20 мкл содержала: 50 нг ДНК 
для первичного анализа или 500 нг ДНК для опреде-
ления МОБ, 5 пмоль прямого и обратного праймеров, 
2 × ПЦР-буфер «DirectGО» (Bioptic, Тайвань). Условия 
ПЦР: 95° 7 мин, затем 30 циклов для первичного ана-
лиза или 35 циклов для определения МОБ: 95° 30 сек, 
60° 30 сек, 72° 30 сек, затем окончательная элонгация 
72° 5 мин. ПЦР проводили на амплификаторе T100 
(Bio-Rad Laboratories, США). Для капиллярного элект-
рофореза и фрагментного анализа ПЦР-продуктов ис-
пользовали автоматический анализатор нуклеиновых 
кислот «Нанофор-05» (Институт аналитического при-
боростроения РАН, Россия), методика капиллярного 
электрофореза при первичном анализе не отличалась 
от описанной выше для ПЦР-ФА. Для определения 
МОБ 2 мкл ПЦР-продукта разводили в 20 раз.
АС-ПЦР в реальном времени для определения мутаций 

D835 FLT3-TKD. Для исследования точечных сомати-
ческих мутаций D835Y/H FLT3-TKD использовали 
метод АС-ПЦР в реальном времени с пробой TaqMan. 
Ставили две параллельные ПЦР-реакции, различа-
ющиеся парой аллель-специфических праймеров, 
участвующих в реакциях. Аллель-специфические 
праймеры для выявления нормального и мутантного 
аллелей имели одинаковую нуклеотидную последова-
тельность, кроме нуклеотида на 3’-конце. У праймера 
для выявления нормального аллеля 3’-конец соответст-
вовал немутантному нуклеотиду, а для выявления му-
тантного аллеля на 3’-конце был нуклеотид, соответст-
вующий мутации. Обратный праймер и TaqMan-проба 
в обеих ПЦР были одинаковы. Последовательность 

праймеров для АС-ПЦР: D835 Normal sense 5’-CATA
GTTGGAATCACTCATGATAGC-3’; D835Y/Н Mutant 
sense 5’-CATAGTTGGAATCACTCATGATAGR-3’ 
(R = A или G); D835 common antisense 
5’-TCCATCACCGGTACCTCCTA-3’; D835 Probe 
5’-FAM-ATATCTTCACCACTTTCCCGTGGGTGA-
RTQ1–3’ 200 нг ДНК в объеме 5 мкл вносили в 20 мкл 
реакционной смеси (ЗАО «Синтол», Москва), содер-
жащей по 10 пмоль прямого без мутации и обратного 
праймеров, 5 пмоль флуоресцентной пробы и 0.1 ед 
TAQ-полимеразы. ПЦР проводили в дублях в ампли-
фикаторе Real-Time CFX 96 Touch (Bio-Rad, США). 
Условия ПЦР: 95° 5 мин, затем 45 циклов 95° 30 сек, 
63° 20 сек, 72° 20 сек. АС-ПЦР осуществляли в двух 
повторах для каждого прямого праймера. В качестве 
отрицательных контролей использовали смесь ДНК 
здоровых доноров. В качестве положительных контро-
лей — образцы с подтвержденными секвенированием 
по Сэнгеру мутациями.
Высокопроизводительное секвенирование (ВПС). ВПС 
проводили у больных с доказанной методом ПЦР-ФА 
мутацией FLT3 для уточнения места, размера встав-
ки, ее нуклеотидной последовательности и определе-
ния точечных соматических мутаций в TKD доменах. 
Для ВПС проводили две реакции ПЦР с праймерами, 
указанными в таблице 2.
Смесь для ПЦР 20 мкл содержала: 100–200 нг ДНК, 

5 пмоль прямого и обратного праймеров, 2 × ПЦР-
буфер «DirectGО» («Bioptic», Тайвань). Условия ПЦР: 
95° 7 мин, затем 30 циклов 95° 45 сек, 60° 45 сек, 72° 
60 сек, затем окончательная элонгация 72° 5 мин. 
ПЦР проводили на амплификаторе T100 («Bio-Rad 
Laboratories», США). Полученные амплификаты ис-
пользовали для приготовления библиотеки секвени-
рования с помощью наборов «Nextera XT DNA Library 
Prep» и «Nextera XT Index Kit v2» («Illumina», США) 
согласно инструкции производителя. Секвенирование 
проводили на генетическом анализаторе «MiSeq» 
(«Illumina», США) с использованием набора «MiSeq 
Reagent Micro Kit v2 300-cycles» («Illumina», США). 
Фильтрование данных, удаление служебных после-

Таблица 2. Последовательности праймеров и длина продуктов для ВПС
Table 2. Primer sequences and product lengths for NGS

Номер 
пробирки

Tube number

Название праймера
Primers name

Прямые и обратные праймеры
Forward and reverse primers

Длина продукта (пн)
Length of product (bp) 

1
FLT3ITD_F 5’-AGCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’

370
FLT3ITD_R 5’-CATCTTTGTTGCTGTCCTTCCAC-3’

2

TKD16F 5’-GCAGATTGACTCTGAGCTGAGA-3’
339

TKD16R 5’- GTTTGAGAGTTCACACTGTGAC –3’
TKD17F 5’- GCCCTCCTAAGAGTATGTTG –3’

350
TKD17R 5’- GACTTCACGGTGCCTTTAGA –3’
TKD20F 5’-TCCATCACCGGTACCTCCTA-3’

300
TKD20R 5’-GTGCAGTTGTTTACCATGATAACG-3’
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довательностей, картирование прочтений, поиск и ан-
нотирование вариантов осуществляли при помощи 
утилит Trimmomatic [26], BWA [27], SAMtools [28], 
Vardict [29] и Annovar [30]. Информация о патогенно-
сти и клинической значимости мутаций была получена 
из открытых баз данных COSMIC, OncoКВ, ClinVar, 
Franklin. Технически минимальная АН для аннотиро-
вания мутации составляла 0,5 %, однако нуклеотид-
ные замены с АН менее 1 % не анализировались из-за 
большой доли неспецифических изменений, а все нук-
леотидные замены с АН 1–2 % перепроверяли повтор-
ным проведением ВПС.

Результаты
ПЦР с последующим фрагментным анализом (ПЦР-

ФА) является «золотым стандартом» исследования 
FLT3-ITD. Принцип метода основан на амплифи-
кации области, в которой происходит абсолютное 
большинство внутренних тандемных дупликаций 
(14–15 экзон). При отсутствии вставок в этой области 
на электрофореграмме определяется один пик дикого 
типа длиной 370 п. н., а любые дополнительные пики 
большей длины расцениваются как наличие мутации 
FLT3-ITD (рис. 2). Для повышения специфичности 
анализ проводят в дублях. Метод позволяет в корот-
кие сроки получить результат с чувствительностью 

1–5 % и дать расчетные характеристики выявленным 
нарушениям: оценить длину вставки/делеции по коли-
честву пар нуклеотидов и вычислить аллельное отно-
шение. Было исследовано 1863 образца от больных c de 
novo ОМЛ, среди которых положительный результат 
определения FLT3-ITD был получен у 292 больных. 
Множественные мутации FLT3-ITD (более одного му-
тантного пика) выявлены у 124 (42,5 %) из 292 боль-
ных, при этом среди этих мутантных клонов минорные 
клоны (АН < 5 %) выявлены у 33 % больных с множест-
венными мутациями. Единственная вставка FLT3-ITD 
выявлена у 168 (57,5 %) из 292 больных, частота выяв-
ления минорных клонов в этой группе составила 22 % 
(37 из 168). Длина вставок варьировала от 3 до 314 п. н. 
У 47 больных наблюдали FLT3-ITD с АО более 1, 
что соответствует потере гетерозиготности, состоя-
нию, при котором в опухолевых клетках гомологич-
ный участок хромосомы, содержащий «дикий» аллель, 
утерян за счет моносомии, делеции, однородительской 
дисомии и т. д.
Полимеразная цепная реакция с двойной меткой с по-

следующим фрагментным анализом (ПЦР-ФА с двойной 
меткой). В ПЦР-ФА с двойной меткой оба праймера, 
прямой и обратный, мечены разными флуорофорами 
FAM и R6G, поэтому каждая из 2 цепочек синтезиро-
ванных продуктов амлификации ДНК также мечена 
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Рисунок 2. На схеме метода ПЦР-ФА показано расположение прямого (F*), меченого флуорофором FAM, и обратного (R) праймеров. На схеме ПЦР-ФА с двойной мет-
кой показано расположение прямого (F*) и обратного (IP*) праймеров, меченых FAM (синий) и R6G (зеленый) флуорофорами соответственно. На электрофореграммах 
видны пики флуоресцентного сигнала ампликонов дикого (w) и мутантных (m) аллелей большей длины. Флуоресцентный сигнал продуктов ПЦР-ФА дает только синие пики 
(FAM), а при ПЦР-ФА с двойной меткой каждый продукт дает два пика (FAM и R6G), т. е. синий и зеленый сигнал, с разницей в 4 ± 1 нуклеотида
Figure 2. The diagram of the PCR-FA method shows the location of the forward (F*), labeled with the FAM fl uorophore, and reverse (R) primers. The double-label PCR-FA diagram 
shows the location of the forward (F*) and reverse (IP*) primers labeled with FAM (blue) and R6G (green) fl uorophores, respectively. The electropherograms below show peaks of the 
fl uorescent signal of the amplicons of the wild (w) and mutant (m) alleles of greater length. The fl uorescent signal of PCR-FA products gives only blue peaks (FAM), and with double-
labeled PCR-FA, each product gives two peaks (FAM and R6G), i. e. blue and green signals, with a difference of 4 ± 1 nucleotides
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разным красителем. FAM и R6G имеют различную 
массу, заряд и электрофоретическую подвижность, 
что дает разницу в длине продукта при капилляр-
ном электрофорезе. На электрофореграмме видны 
два пика, синий (FAM) и зеленый (R6G), c разницей 
4 п. н. ± 1, что увеличивает специфичность определе-
ния FLT3-ITD (рис. 2). При исследовании образцов 
39 больных с выявленной методом ПЦР-ФА мутаци-
ей FLT3-ITD с помощью этого метода обнаружили 
большее количество вставок у 22 (56 %) из 39 больных. 
Также были проанализированы 27 образцов костного 
мозга больных, относящихся к благоприятной группе 
риска по ELN 2017 [31] (мутация NPM1 без FLT3-ITD), 
и 10, относящихся к промежуточной группе риска 
по ELN 2017 [31] (без мутации NPM1 и без FLT3-ITD). 
ПЦР-ФА с двойной меткой позволил обнаружить му-
тацию дополнительно у 6 (16 %) из 37 больных.
ПЦР методом тандемной дупликации (ТД-ПЦР). В ос-
нове метода — система из 8 пар праймеров/реакций, 
которые перекрывают возможную зону дупликации 
(рис. 3 А). В каждой паре прямой и обратный праймер 
комплементарны друг другу, и в случае отсутствия 
вставки FLT3-ITD ПЦР амплификация не происхо-
дит. Если есть дупликация FLT3, то один из праймеров 
«садится» на дуплицированный участок, что приводит 
к появлению ампликона, равного сумме длин вставки, 
и праймера (рис. 3 Б, В). При помощи капиллярного 
электрофореза и фрагментного анализа можно выя-

вить ампликон нужной длины. ТД-ПЦР применим 
только для больных, у которых длина вставки превы-
шает 50 п. н. Это — 53 % всех больных с мутациями 
FLT3-ITD. При вставках меньшей длины недостаточно 
места для посадки праймера, кроме того, амплифика-
ты малой длины невозможно определить при капил-
лярном электрофорезе, так как они попадают в об-
ласть димеров праймеров. Поскольку при таком виде 
анализа в реакцию амплификации вступает только 
опухолевая ДНК, содержащая вставку ITD, достига-
ется высокая чувствительность метода, что позволя-
ет определять МОБ у больных с мутацией FLT3-ITD. 
В отдельных экспериментах по 100/1000/10 000-крат-
ным разведениям было показано, что чувствитель-
ность определения варьирует от больного к больному, 
зависит от длины вставки и эффективности праймеров 
и составляет 10–3–10–5.

Всего исследовано 105 первичных образцов от боль-
ных ОМЛ c FLT3-ITD мутацией, наличие которой 
было доказано методом фрагментного анализа стан-
дартными протоколами. МОБ определяли методом 
ТД-ПЦР у 65 больных. Пример определения МОБ 
представлен на рисунке 4.
Сравнение методов определения FLT3-ITD (ПЦР-
ФА, ПЦР-ФА с двойной меткой, ТД-ПЦР, ВПС). 
Результаты определения аналитической чувстви-
тельности, т. е. предела обнаружения мутантного 
аллеля, методами ПЦР-ФА, ПЦР-ФА с двойной мет-
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Рисунок 3. Метод ТД-ПЦР. Схематичное изображение мест посадки праймеров внутри 14 экзона (А). Пример посадки праймеров TD4 и TD5 у больного (Б) и соответст-
вующая электрофореграмма (B), на которой стрелкой указан мутантный пик (m). Длина m соответствует длине ITD плюс длина праймера
Figure 3. TD-PCR method. Schematic representation of primer landing sites within exon 14 (A). An example TD 4 and TD5 primers binding in a patient (B) and the corresponding 
electropherogram, in which the arrow indicates the mutant peak (m) (C). The length of m corresponds to the length of the ITD plus the length of the primer
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кой, ТД-ПЦР, представлены на рисунке 5. При серий-
ном двукратном разведении ДНК больного со встав-
кой длиной 57 п. н. (АН 5 %, концентрация ДНК = 
230 нг/мкл) в ДНК здорового донора (концентрация 
ДНК = 230 нг/мкл) в случае ПЦР-ФА с двойной мет-
кой мутантный пик определялся при процентном 
содержании опухолевой ДНК 0,16 %; помимо это-
го, были обнаружены дополнительные субклоны. 
Для ПЦР-ФА это значение составило 0,31 %. Таким 
образом, ПЦР-ФА с двойной меткой обладает боль-
шей чувствительностью по сравнению со стандарт-
ным ПЦР-ФА, что можно объяснить меньшей длиной 
продукта и большей специфичностью при определе-
нии ITD.
Определение чувствительности в этой работе но-
сит сравнительный характер. Чем длиннее опреде-
ляемая вставка, тем ниже будет чувствительность 
определения у обеих методик. ТД-ПЦР показал наи-
большую чувствительность, в этих серийных разве-
дениях не был достигнут предел чувствительности. 
Чувствительность ВПС не определяли, однако наи-
меньший размер АН составил 1 %. Метод ВПС нель-
зя использовать для первичной диагностики, т. к. 
результат по выявлению FLT3-ITD непредсказуем. 
При множественных вставках (более одной) методом 
ВПС было обнаружено меньшее количество вставок 
у 60 (41 %) из 146 больных, не обнаружены вставки у 7 

(5 %) из 146 больных. При этом значение ВПС сложно 
переоценить, т. к. только этот метод позволяет точно 
выявить длину, последовательность и место вставки. 
Методы ФА в большинстве случаев не определяли 
точную длину вставок, в 90 % случаев различия с ВПС 
по длине вставок попадали в диапазон ±3 нуклеотида, 
при этом наибольшие различия наблюдались у боль-
ных с длинными (более 80 нуклеотидов) и короткими 
(менее 20 нуклеотидов) вставками.
Сравнение методов определения FLT3-TKD (аллель-спе-

цифичной ПЦР и ВПС). Поскольку наибольшее коли-
чество точечных соматических мутаций в области 
TKD располагаются в кодоне D835, был разработан 
метод АС-ПЦР, который позволяет выявить наибо-
лее частые аминокислотные замены D835Y и D835H. 
Из 1481 больных, проанализированных методом АС-
ПЦР, мутации TKD были выявлены только у 58 боль-
ных. Для расширения спектра мутаций и исследуемой 
области (TKD1 + TKD2) был применен метод ВПС 
у 82 неселектированных больных ОМЛ. Методом 
ВПС у 16 (19,5 %) из 82 больных были выявлены му-
тации FLT3-TKD, тогда как методом АС-ПЦР только 
у 5 из 82 (6,1 %) (табл. 3). У 6 (37,5 %) из 16 больных 
методом ВПС были выявлены множественные мута-
ции FLT3-TKD. Обращает на себя внимание наличие 
клонов/субклонов с малой аллельной нагрузкой (<5 %) 
у 9 (56 %) из 16 больных.
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Рисунок 4. Пример определения МОБ методом ТД-ПЦР у больной О., 22 года, с диагнозом ОМЛ. На электрофореграммах стрелкой указан пик мутантного аллеля 
длиной 78 п. н. Справа представлены этапы лечения и основные события
Figure 4. Example of MRD determination using TD-PCR in patient O., 22 years old, diagnosed with AML. In the electropherograms, the arrow indicates the peak of the mutant allele, 
78 bp long. The stages of treatment and main events are shown on the right
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Интерес представляют больные, у которых FLT3-ITD 
и FLT3-TKD мутации были выявлены одновремен-
но, т. к. мутации в TKD домене могут стать причиной 
резистентности к ингибиторам тирозинкиназ. В об-
следованной когорте было 8 (9,3 %) из 86 больных 
с одновременным выявлением мутаций FLT3-ITD 
и FLT3-TKD, при этом общая выявляемость мутаций 
FLT3-ITD составила 35 (40,7 %) из 86. Таким образом, 
почти четверть больных с мутацией FLT3-ITD могут 
иметь точечные соматические мутации в доменах 
TKD1/TKD2.

Обсуждение
В соответствии с отечественными и зарубежными 
клиническими рекомендациями всем больным с de novo 
ОМЛ или при рецидиве ОМЛ необходимо провести 
исследование на FLT3-ITD и FLT3-TKD в кратчайшие 
сроки для определения прогноза и тактики терапии, 
решения вопроса о назначении ингибиторов тирозин-
киназ [31–34]. Независимо от возраста, величины АО, 
типа мутации (FLT3-ITD или FLT3-TKD), первично-
го или рецидивного/резистентного статуса, наличия 
или отсутствия мутации NPM1 назначение ингиби-
торов тирозинкиназ как в качестве монотерапии, так 
и в сочетании с химиотерапией, гипометилирующей 

или таргетной терапией улучшает прогноз больного 
[11, 35–37].
Доказанные преимущества ингибиторов тирозин-
киназ стали ключевым моментом пересмотра ELN 
рекомендаций в 2022 г. [37]. В рекомендациях ELN 
2017 [20] важную роль играла оценка АО FLT3-ITD 
при определении прогноза и группы риска [20]. В ELN 
2022 г. [37] все больные с FLT3-ITD, независимо от АО, 
с отсутствием благоприятных или неблагоприятных 
генетических аномалий попадают в группу промежу-
точного риска [37]. Это не отменяет необходимости 
определять АО при выявлении FLT3-ITD, т. к. вели-
чина АО позволяет принимать решения, например, 
относительно проведения трансплантации аллоген-
ных гемопоэтических стволовых клеток (алло-ТГСК) 
в первой ремиссии [38–41].
Для увеличения чувствительности на любых эта-
пах диагностики ОМЛ рекомендуется использовать 
пунктат костного мозга, а не периферическую кровь 
[31–34, 42]. В рекомендациях ELN 2017 г. [20] и в боль-
шинстве исследований рекомендуется использовать 
для тестирования мутаций FLT3 ДНК, а не РНК, т. к. 
только материал ДНК позволяет правильно опреде-
лить величину АО, которая будет иметь клиническое 
значение [20, 32, 38–43]. «Золотым стандартом» оп-

, 
.

. /
 F

lu
or

es
ce

nc
e 

in
te

ns
i ty

 A
.U

. 

, / Length, bp

-
PCR-FA

TD-
TD-PCR

-
Double labeled PCR-FA

5%

2,5%

1,25%

0,625%

0,31%

0,16%

0,08%

0,04%

Рисунок 5. Результаты измерения аналитической чувствительности методами ПЦР-ФА (А), ПЦР-ФА с двойной меткой (Б), ТД-ПЦР (В). Представлены серийные двукратные 
разведения ДНК больного с ITD длиной 57 п. н. в ДНК здорового донора
Figure 5. Figure 5. Results of analytical sensitivity measuring using PCR-FA (A), double labeled PCR-FA (B), and TD-PCR (C). Serial 2-fold dilutions of patient DNA with a 57 bp ITD in 
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Таблица 3. Результаты тестирования мутаций FLT3 и характеристика больных с выявленными точечными мутациями в домене TKD методом 
ВПС
Table 3. Results of FLT3 mutations testing and characteristics of patients with point mutations in the TKD domain identifi ed by NGS

№

FLT3-ITD
ПЦР-ФА 
(АН %)
PCR-FA 
(VAF %)

FLT3-TKD
АС-ПЦР
AS-PCR

FLT3-TKD
ВПС (АН %)

NGS (VAF %)

Группа прогноза по ELN 2017 [20] и данные молекулярно-
генетического тестирования

Prognosis group (ELN 2017 [20]) and molecular genetic testing data

1 - - p.D835V (1,2)
Благоприятная c мутированным NPM1 и нормальным 
кариотипом
Favorable with mutated NPM1 and normal karyotype

2 3 +
p.D835H (4,9) Благоприятная с мутированным NPM1, FLT3-ITD (АО < 0,5) 

и нормальным кариотипом
Favorable with mutated NPM, FLT3-ITD (AR < 0.5) and normal karyotypep.A680V (1,9)

3 44 - p.A680V (1) Промежуточная (del 7q)
Intermediate (del 7q)

4 - -
p.N841K (2) Неблагоприятная (t (3;5))

Adverse (t (3;5)) p.N676K (10,4)

5 - +
p.K623I (31) Промежуточная без мутированного NPM1 и без FLT3-ITD, 

нормальный кариотип
Intermediate without NPM, without FLT3-ITD, normal karyotype

p.D839G (9,8)
p.D835Y (3)

6 - + p.D835H (2,6)
Благоприятная c мутированным NPM1 и нормальным 
кариотипом
Favorable with mutated NPM1 and normal karyotype

7 36 + p.D835H (32)
Благоприятная с мутированным NPM1, FLT3-ITD (АО < 0,5) 
и нормальным кариотипом
Favorable with mutated NPM, FLT3-ITD (AR < 0.5) and normal karyotype

8 2 -
p.N676K (1,8) Нет информации

No data p.D835E (1,7)

9 - - p.D835E (16,7)
Промежуточная без мутированного NPM1 и без FLT3-ITD, 
при кариотипировании нет митозов
Intermediate without NPM1 and without FLT3-ITD, karyotyping — no mitosis

10 - - p.M664I (40,9) Неблагоприятная (t (6;11), del 7q)
Adverse (t (6;11), del 7q)

11 39 - p.N676K (12,6) Промежуточная c FLT3-ITD и трисомия 8,10
Intermediate with FLT3-ITD and trisomy 8,10

12 - - p.D839A (40)
Благоприятная c мутированным NPM1 и нормальным 
кариотипом
Favorable with mutated NPM1 and normal karyotype

13 2 - p.D835_M837delinsAAL 
(3,4)

Промежуточная с FLT3-ITD и нормальным кариотипом
Intermediate with FLT3-ITD and normal karyotype

14 - +

p.D835E (2,4)

Благоприятная с RUNX1-RUNXT1; t (8;21)
Favorable with RUNX1-RUNXT1; t (8;21)

p.D835Y (1,5)
 p.N676K (1,7)
 p.N676T (6,4)
p.M664I (10,3)

15 1,8 - p.N676K (26,8)

Благоприятная с мутированным NPM1, FLT3-ITD (АО < 0,5) 
и нормальным кариотипом
Favorable with
mutated NPM1, FLT3-ITD (AR < 0.5) and normal karyotype

16 8 -
p.D835E (28,4)

Неблагоприятная с FLT3-ITD, мутированным 
RUNX1 и трисомией 8
Adverse with FLT3-ITD, mutated RUNX1 and trisomy 8

p.N676K (11,7)

Примечания: “-“ не выявлено мутаций, “+“ выявлено.
Notes: “-“ mutations not identifi ed, “+“ identifi ed.
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ределения мутаций FLT3 считается ФА методом ка-
пиллярного электрофореза (КЭ), который позволяет 
не только анализировать FLT3-ITD и определять АО, 
но и при применении сайт-специфических эндонукле-
аз (рестриктаз) определять мутации FLT3-TKD в кодо-
нах 835–836 [32, 42–44]. С тех пор как К. М. Murphy 
и соавт. в 2003 г. предложили этот метод, он практиче-
ски не претерпел изменений [44].
Также используется ФА-КЭ при исследовании 

FLT3-ITD. Из преимуществ метода можно отметить 
надежность, быстроту проведения исследования, отно-
сительно низкую стоимость, возможность определения 
размера вставки и аллельного отношения. Существуют 
сложности при интерпретации пиков с небольшой ал-
лельной нагрузкой (менее 1–2 %), которые могут быть 
сравнимы с капиллярным базовым шумом. Высокая 
специфичность и чувствительность исследования до-
стигается выполнением в повторах. Альтернативой 
ФА-КЭ является ФА методом гель-электрофореза, од-
нако этот метод обладает меньшей чувствительностью, 
не позволяет измерить АО и визуализировать вставки 
небольшого размера [42, 45].
М. Sakaguchi и соавт. [42] определили, что для мута-
ций  FLT3-ITD порог обнаружения при проведении 
гель-электрофореза колеблется в диапазоне АО от 0,034 
до 0,072 (что эквивалентно АН от 3,3 до 6,7 %), а при 
проведении ФА-КЭ АО = 0,017 (эквивалентно АН = 
1,7 %). Вследствие перечисленных выше причин преи-
мущество получил именно ФА-КЭ, хотя гель-электро-
форез все еще используется. В настоящей работе уста-
новили бóльшую чувствительность ФА (АН = 0,31 %), 
но чувствительность определения зависит от многих 
параметров: исходного количества и качества ДНК, 
длины мутантного аллеля (чем больше размер вставки 
FLT3-ITD, тем ниже чувствительность определения), 
степени разведения продукта при проведении КЭ, 
прибора для КЭ и приборного программного обеспе-
чения.
В диагностике FLT3-ITD применяют и различные 
модификации ПЦР. Например, ПЦР методом тандем-
ной дупликации, дельта ПЦР, ПЦР с двойной меткой 
[24, 25, 46]. Метод дельта ПЦР предполагает использо-
вание двух обратных меченых разными флуорофора-
ми праймеров, нуклеотидная разница в расположении 
которых (дельта), обусловливает появление 2 пиков 
с разницей в дельта п. н. для 1-го мутантного клона 
на ФА [46]. В настоящей работе был применен прин-
цип дельта, однако использовали не 2 обратных прай-
мера, а флуорофоры FAM и R6G на прямом и обратном 
праймерах, разная масса и электрофоретическая под-
вижность которых, аналогично, обусловливает появле-
ние двух пиков у одного мутантного аллеля с дельтой 
4 п. н. Такой подход обеспечил большую специфичность 
и чувствительность (АН = 0,16 %) при определении 
FLT3-ITD. В нашей работе метод ПЦР-ФА с двойной 
меткой позволил выявить большее количество вставок 

у 22 (56 %) из 39 больных c FLT3-ITD, а также обнару-
жить вставки, которые не были обнаружены методом 
ПЦР-ФА у 16 % (6 из 37) больных в без первично вы-
явленной мутации FLT3-ITD из благоприятной (с му-
тацией NPM1 без FLT3-ITD) и промежуточной (без му-
таций NPM1 и FLT3-ITD) группы риска ELN.2017 [20].
По данным литературы [10, 47, 48], множественные 
вставки FLT3-ITD (более 2) выявляются у 22–35 % 
больных ОМЛ, что не влияет на прогноз и эффектив-
ность терапии ингибиторами тирозинкиназ. В слу-
чае применения метода ПЦР с двойной меткой обна-
ружили существенно большее количество больных 
с множественными вставками. У 8 % больных смогли 
объяснить появление дополнительных пиков близким 
расположением обратного праймера и попаданием ме-
ста его посадки на вставки FLT3-ITD.
Гораздо интересней возможность выявления боль-
шего числа больных с FLT3-ITD при первичном тести-
ровании. В настоящем исследовании это 16 % от боль-
ных с нормальным кариотипом, у которых FLT3-ITD 
не была выявлена стандартным методом ПЦР-ФА, 
но была выявлена методом ПЦР-ФА с двойной меткой. 
У этих больных есть шанс улучшить прогноз за счет 
добавления ингибиторов тирозинкиназ. По литера-
турным данным [49, 50], у 20–40 % больных ОМЛ 
при развитии рецидивов изменяется мутационный 
статус FLT3: изменяется состав (длина и количест-
во) вставок ITD, теряются или приобретаются мута-
ции ITD/TKD.
В настоящей работе у 3 больных, у которых новые 
мутации FLT3-ITD выявлены уже при развитии реци-
дива, при пересмотре материала, полученного в дебю-
те ОМЛ, были обнаружены данные клоны с примене-
нием дополнительных методов ТД-ПЦР и ПЦР-ФА 
с двойной меткой. Таким образом, используя только 
метод ПЦР-ФА, можно недооценить количество вста-
вок FLT3-ITD у больных ОМЛ. Множественность 
вставок и различная АН соответствующих мутаций 
поддерживают тот факт, что у значительной части 
больных мутации FLT3 представляют собой позднее 
онкогенное событие. Изменчивость FLT3-ITD и от-
сутствие стандартизируемых методик не позволя-
ет использовать мутацию как единственный маркер 
МОБ [51].
Если учесть особую устойчивость клонов с мутация-
ми FLT3-ITD, то, очевидно, что отслеживание этой 
мутации во время проведения терапии играет важную 
роль, и многие исследования поддерживают клиниче-
скую ценность определения МОБ при FLT3-позитивном 
ОМЛ [52–54]. Для определения МОБ в настоящей 
работе был применен метод ТД-ПЦР. Высокая чув-
ствительность ТД-ПЦР достигается тем, что в реак-
цию ПЦР вступают только аллели со вставками ITD, 
но не «дикий» аллель. Этот метод как единственный 
не применим для первичной диагностики, однако мо-
жет оказать помощь при верификации клонов с экс-
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тремально низкой АН, менее 1 %, или с длинными 
вставками ITD. Преимуществом ТД-ПЦР является 
применение стандартной, а не пациент-специфичной 
панели праймеров, что делает метод простым и легко 
используемым в клинической практике. Необходимо, 
однако, учитывать нюансы: возможность применения 
только у больных со вставками более 50 п. н., вариа-
тивность чувствительности 10–3–10–5, невозможность 
количественного ответа и затруднения в интерпрета-
ции при множественных вставках или появлении но-
вых вставок в ходе определения МОБ.
В большом количестве работ показано успешное ис-
пользование ВПС для поиска FLT3-ITD и определения 
МОБ [53–66]. Ограничения ВПС: высокая стоимость 
исследования, продолжительность до 20–30 дней, 
неточность подсчета АО, возможность получения лож-
ноотрицательных результатов. Последние два пункта 
связаны с особенностями биоинформатической обра-
ботки данных ВПС при поиске инсерций и делеций 
и пока труднопреодолимы, несмотря на применение 
различных алгоритмов анализа [55–59]. В настоящей 
работе выявили вставки FLT3-ITD методом ВПС толь-
ко у 95 % положительных больных. При этом только 
метод ВПС позволяет точно определить место, длину 
и последовательность вставки/вставок ITD.
Последние годы активно изучается вопрос о том, 
какую прогностическую роль играют размер и место 
вставки ITD. Большой размер вставки либо негативно 
влияет на прогноз [60, 61], либо не оказывает влияния 
[10, 48, 62]. Многие исследователи считают, что место 
вставки играет важную прогностическую роль. По ре-
зультатам исследований [63–65], у больных со вставка-
ми в TKD1 домене хуже прогноз по сравнению с теми, 
у которых вставки в JMD домене. Данные исследова-
ния RATIFY, в котором проведен анализ 452 больных, 
получавших мидостаурин против плацебо, показали, 
что у больных со вставкой в TKD1 домене не только 
хуже прогноз, но также в этой группе не был получен 
положительный эффект от мидостаурина [65].
Размер FLT3-ITD значимо коррелировал с местом 
мутации: чем более C-концевым является ITD, тем 
длиннее вставка [65, 66]. ВПС — идеальный метод 
для обнаружения именно однонуклеотидных замен. 
В настоящем исследовании обнаружили точечные 
соматические замены в доменах TKD1 и TKD2 у 16 
(19,5 %) из 82 больных ОМЛ, тогда как стандартная 
методика АС-ПЦР, рассчитанная на выявление мута-
ций в D835Y/H, — только у 4 (4,9 %) из 82 больных.
Точечные соматические мутации FLT3-TКD, так же 
как мутации FLT3-ITD, являются поздними онкоген-
ными событиями, демонстрируя у многих больных 
множественность и небольшую АН, а также могут соче-
таться с любыми генетическими изменениями и встре-
чаться в любой прогностической группе ELN. Интерес 
к мутациям FLT3-TКD в последние годы вырос значи-

тельно, поскольку приобретение некоторых из них вы-
зывает резистентность к ингибиторам тирозинкиназ 
[67]. В случаях рецидива после лечения квизартини-
бом больных с FLT3-ITD-положительным ОМЛ сооб-
щалось о вторичных мутациях в позициях D835, Y842, 
F691 [68]. Нуклеотидные замены в кодоне F691, так 
называемом «привратниковом» кодоне, в большинстве 
исследований признаны причиной мультирезистент-
ности к ингибиторам тирозинкиназ [69–73]. В когор-
те первичных больных не было обнаружено мутаций 
в кодоне F691, зато у 6 (7,3 %) из 82 больных обнару-
жена мутация в кодоне N676. Аналогичные результа-
ты получены в исследовании F. G. Rücker и соавт. [65] 
на большей выборке больных; у 10 (3,6 %) из 275 боль-
ных имелась мутация N676K. G. W. Roloff и соавт. [74] 
показали, что у больных с FLT3-ITD и N676K мута-
циями не обнаружена резистентность к мидостаурину 
и гилтеритинибу. Таким образом, ведутся активные 
поисковые исследования в данной области, неосущест-
вимые без применения ВПС.
При проведении настоящей работы стало очевид-
но, что чем больше методов применяется, тем более 
информативным оказывается исследование мутаций 
FLT3. Гетерогенность и минорные клоны FLT3-ITD 
у большинства больных, широкий спектр точечных со-
матических мутаций в TKD1 и TKD2 доменах ставят 
новые задачи диагностики, не решаемые без внедрения 
новых методов. Все это позволяет сформулировать ре-
комендации по молекулярно-генетической диагности-
ке мутаций FLT3.

1) Для исследования мутаций FLT3 надо использо-
вать материал ДНК, выделенный из клеток костного 
мозга. Только при отсутствии возможности выполнить 
пункцию (в случае «сухого пунктата») можно исполь-
зовать периферическую кровь с количеством бластных 
клеток не менее 20 %.

2) Всем больным ОМЛ необходимо выполнить иссле-
дование на наличие мутаций FLT3-ITD и FLT3-TKD 
при первичной диагностике в кратчайшие сроки 
для решения вопроса о назначении мидостаурина 
или других ингибиторов тирозинкиназ. У больных 
с рецидивом или резистентным течением ОМЛ долж-
ны быть выполнены повторные тесты.

3) Для первичной диагностики FLT3-ITD рекоменду-
ется применять метод ПЦР с фрагментным анализом 
(капиллярным электрофорезом) с праймерами, пере-
крывающими область возможной вставки ITD от нача-
ла 14 экзона до конца 15 экзона. При этом технические 
условия капиллярного электрофореза должны позво-
лять выявлять вставки большой длины (200–300 п. н.). 
Капиллярный электрофорез обладает должной чувст-
вительностью и специфичностью (при выполнении в по-
вторах) и позволяет осуществить подсчет аллельного 
отношения. Прочие методы электрофореза (агарозный, 
полиакриламидный) не позволяют точно определить 
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длину мутантного аллеля и вычислить АО, поэтому 
применяют их только при отсутствии возможности вы-
полнить капиллярный электрофорез.

4) Рекомендуется у всех больных с выявленной му-
тацией рассчитывать величину аллельного отношения 
FLT3-ITD, что необходимо для принятия взвешенных 
клинических решений.

5) Ингибиторы тирозинкиназ должны назначать-
ся при любой аллельной нагрузке FLT3-ITD, поэтому 
для увеличения специфичности первичной диагно-
стики рекомендуется выполнять исследования в по-
вторах, а также при вставках с небольшой аллельной 
нагрузкой, менее 2 %, желательно применять дополни-
тельные верифицирующие методы: ВПС, метод с двой-
ной меткой и другие.

6) Прочие методы первичной диагностики FLT3-ITD, 
такие как ПЦР-ФА с двойной меткой, дельта ПЦР-
ФА, ТД-ПЦР и другие, могут дать дополнительные 
сведения о вставках с небольшой аллельной нагрузкой 
или длинных вставках.

7) Применение ВПС для определения FLT3-ITD 
оправдано только в узких исследовательских целях: 
определение места, размера вставки ITD и ее нуклео-
тидного состава.

8) Определение МОБ — важнейшее исследова-
ние, влияющее на принятие решений при терапии 
ОМЛ. Метод ТД-ПЦР позволяет определить МОБ 
при вставках длиной более 50 п. н., т. е. примерно 
у половины больных. Для ТД-ПЦР применяют стан-
дартную (не пациент-специфичную) панель прайме-
ров, что делает метод простым и легко применимым. 
Необходимо учитывать нюансы: вариативность чув-
ствительности 10–3–10–5, невозможность количествен-
ного ответа и затруднения в интерпретации при мно-
жественных вставках или появлении новых вставок 
в ходе определения МОБ.

9) Для первичной диагностики FLT3-TKD мож-
но использовать методы аллель-специфичной ПЦР 
или ПЦР с последующим электрофоретическим ана-
лизом рестрикционных фрагментов, которые позво-
ляют быстро осуществить анализ и выявить мутации 
в 835–836 кодонах FLT3.

10) При назначении ингибиторов тирозинокиназ 
для поиска мутаций, отвечающих за резистентность, 
рекомендуется дополнительно выполнить секвениро-
вание TKD регионов (16–17 и 20 экзоны), при этом ме-
тод ВПС предпочтителен, так как выявляет мутантные 
клоны с чувствительностью 1 % и более.
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