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Введение. Внутренние тандемные дупликации (internal tandem duplication, ITD) в гене FMS-подобной тирозинкиназы 
3 (FLT3) — фактор неблагоприятного прогноза при остром миелоидном лейкозе (ОМЛ). Своевременное обнаруже-
ние FLT3-ITD позволяет определить группу риска ОМЛ и назначить таргетные препараты.
Цель: оценить частоту выявления минорных клонов FLT3-ITD и их ассоциацию с прогнозом и динамикой минималь-
ной остаточной болезни у больных с NPM1-позитивным ОМЛ.
Материалы и методы. В исследование включены 58 больных ОМЛ, относившихся к промежуточной или благо-
приятной группам риска, имевших мутацию гена NPM1. Больным проводили терапию по протоколу «ОМЛ-21». 
Молекулярно-генетическую диагностику мутаций FLT3 проводили методами полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с фрагментным анализом (ПЦР-ФА), ПЦР-ФА с двойной меткой и методом ПЦР с тандемной дупликацией (ТД-ПЦР), 
мутаций NPM1 — методами ПЦР-ФА (первичная диагностика), аллель-специфичной ПЦР (для оценки минимальной 
остаточной болезни (МОБ)).
Результаты. Применение ПЦР-ФА с двойной меткой и ТД-ПЦР позволило идентифицировать минорные клоны FLT3-
ITD у 12 (36 %) из 33 больных, у которых данные клоны не были выявлены стандартным методом, а также выявить до-
полнительные мутации FLT3-ITD у 52 % (у 13 из 25) «FLT3-позитивных» больных. На исследованной когорте значимой 
ассоциации наличия минорных клонов FLT3-ITD с динамикой снижения МОБ, частотой достижения МОБ-негативно-
го статуса, общей и безрецидивной выживаемости у больных с NPM1(+) ОМЛ не было обнаружено.
Заключение. Ассоциация минорных клонов FLT3-ITD с клиническими особенностями заболевания у больных ОМЛ 
и мутациями гена NPM1 минимальна или отсутствует. У этих больных не требуется применение дополнительных бо-
лее чувствительных методов выявления мутаций FLT3-ITD на первичном этапе диагностики и включение ингибиторов 
тирозинкиназ в программную терапию. Однако окончательные выводы можно будет сделать, если будет показа-
но, что выявление в дебюте минорных клонов с мутацией FLT3-ITD не ассоциировано с возникновением рецидивов 
с учетом выполняемого протокола лечения.
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Введение
Внутренние тандемные дупликации (internal 

tandem duplication, ITD) в гене FMS-подобной ти-
розинкиназы 3 (FLT3) — фактор неблагоприятного 
прогноза при остром миелоидном лейкозе (ОМЛ). 
FMS-подобная тирозинкиназа, трансмембранный ре-
цептор семейства тирозинкиназ 3, играет ключевую 
роль в раннем развитии миелоидных и лимфоидных 

предшественников в костном мозге [1–3]. Мутация 
FLT3-ITD, представляющая собой внутреннюю тан-
демную дупликацию в пределах 14–15 экзонов, встре-
чается приблизительно у 25 % больных ОМЛ и ассо-
циирована с неблагоприятным прогнозом: высоким 
риском рецидива, худшими показателями общей вы-
живаемости (ОВ) и безрецидивной  выживаемости 
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Introduction. Internal tandem duplication (ITD) in the FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) gene is a poor prognostic factor in 
acute myeloid leukemia (AML). Identifi cation of a group of such patients raises the question of prescribing targeted therapy 
to them.
Aim: to assess the signifi cance of minor FLT3-ITD clones in AML with NPM1 mutation.
Materials and methods. The study included 58 patients belonging to the intermediate or favorable risk group. Patients 
underwent therapy according to the AML-21 protocol. Molecular genetic diagnostics of FLT3 mutations was performed by 
polymerase chain reaction (PCR) with fragment analysis (PCR-FA), PCR-FA with double label and tandem duplication PCR 
(TD-PCR), NPM1 mutations — by PCR-FA (primary diagnostics) and allele-specifi c PCR to assess minimal residual disease 
(MRD).
Results. Using double-labeled PCR-FA and TD-PCR, allowed to identify minor FLT3-ITD clones in 12 (36 %) of 33 patients in 
whom these clones were not detected by the standard method. We also identifi ed additional FLT3-ITD mutations in 13 (52 %) 
of 25 FLT3-positive patients. In the studied cohort no signifi cant association of minor FLT3-ITD clones with the dynamics of 
MRD reduction, the percentage of patients achieving MRD-negative status, overall and relapse-free survival among patients 
with NPM1(+) AML was found.
Conclusion. The association of minor FLT3-ITD clones with clinical features of the disease in patients with AML and NPM1 
gene mutations is minimal or absent. It can be assumed that these patients do not require the use of additional more sensitive 
methods for detecting FLT3-ITD mutations at the primary stage of diagnosis and the inclusion of tyrosine kinase inhibitors in 
program therapy. However, fi nal conclusions can be made if it is shown that the detection of minor clones with FLT3-ITD muta-
tion at the onset is not associated with the occurrence of relapses, taking into account the treatment protocol.
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(БРВ) [4–9]. Своевременное обнаружение FLT3-ITD 
позволяет определить группу риска ОМЛ и назначить 
таргетные препараты — ингибиторы тирозинкиназ 
(ИТК). Применение ИТК позволяет достичь лучших 
долгосрочных результатов ОВ и БРВ [10–14].
Мутации гена FLT3 в ряде случаев носят характер 
поздних онкогенных событий и приводят к субкло-
нальной гетерогенности опухоли [15, 16]. Субклоны 
с мутациями FLT3-ITD могут составлять лишь незна-
чительную часть основного опухолевого клона, зача-
стую в дебюте наблюдаются множественные мутации 
FLT3-ITD с различной аллельной нагрузкой, смена до-
минирующих клонов в процессе лечения или при реци-
диве [17–20]. Все вышеперечисленное, а также вариа-
тивный размер дупликаций от 3 до 300 нуклеотидов 
и различные локализации вставок затрудняют диагнос-
тику.

«Золотым стандартом» определения FLT3-ITD яв-
ляется метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с последующим фрагментным анализом (ПЦР-ФА), 
который выполняют при помощи капиллярного элек-
трофореза [21–23]. Нижний порог выявления клеток 
с FLT3-ITD мутацией при использовании этого ме-
тода не превышает 1 % [24]. Разработаны более чув-
ствительные методы детекции вставок FLT3: дельта 
ПЦР, ПЦР с тандемной дупликацией (ТД-ПЦР), па-
циент-специфичная ПЦР, высокопроизводительное 
секвенирование (ВПС) высокого разрешения [25–31]. 
Чувствительные методы позволяют выявить минорные 
клоны FLT3-ITD, т. е. клоны с аллельной нагрузкой 
менее 1 %. Таким образом, закономерным следствием 
увеличения порога детекции становится увеличение 
числа больных с FLT3-ITD, у которых клоны с мута-
цией не были обнаружены стандартным методом.
Для исследования ассоциации наличия минорных 
клонов FLT3-ITD с прогнозом заболевания была вы-
брана хорошо охарактеризованная группа больных 
ОМЛ с мутацией в гене NPM1 (нуклеофозмин 1). 
Нуклеофозмин — ядрышковый белок, который игра-
ет ключевую роль в биогенезе рибосом, дупликации 
центросом, стабильности генома, клеточном цикле 
и апоптозе. Соматические мутации, вставки 4 нуклео-
тидов в экзоне 12 гена NPM1 являются наиболее частой 
генетической аномалией при ОМЛ у взрослых, обна-
руживаемой в 35 % всех случаев и в 60 % — у больных 
с нормальным кариотипом [4, 5, 32, 33]. Мутации гена 
NPM1 при отсутствии неблагоприятных генетических 
аномалий считаются фактором благоприятного про-
гноза при ОМЛ [6, 34, 35]. В половине случаев мута-
ции гена NPM1 при ОМЛ сочетаются с FLT3-ITD, часто 
c мутациями в генах метилирования ДНК (DNMT3A, 
TET2, IDH1/2), но крайне редко сочетаются с другими 
неблагоприятными генетическими аномалиями [36–
40]. ОМЛ с мутацией гена NPM1 выделен в отдельную 
нозологическую форму в классификации ВОЗ [41]. 

Молекулярно-генетические методы позволяют отсле-
живать минимальную остаточную болезнь (МОБ) 
методом аллель-специфичной ПЦР по мутации гена 
NPM1 с чувствительностью до 10–5 [42–45].
Цель настоящего исследования: оценить частоту 
выявления минорных клонов FLT3-ITD и их ассо-
циацию с прогнозом и динамикой МОБ у больных 
с NPM1-позитивным ОМЛ.

Материалы и методы
В исследование включены 58 больных ОМЛ, имевших 
мутацию гена NPM1, относившиеся к благоприятной 
или промежуточной группе риска по классификации 
ELN 2017 [46]. Клинико-лабораторную диагностику 
и мониторирование выполняли в ФГБУ «НМИЦ гема-
тологии» Минздрава России с января 2021 по апрель 
2025 г. Больным проводили терапию в рамках пилот-
ного многоцентрового исследования «ОМЛ-21» на ба-
зах центров-участников: ФГБУ «НМИЦ гематологии» 
Минздрава России, ОКБ, г. Екатеринбург, ГБУЗ ЯО 
ОКБ, г. Ярославль, НИИ ДОГиТ им. Р. М. Горбачевой 
г. Санкт-Петербург, ГКБ № 31, г. Санкт-Петербург, 
Кировский НИИ ФМБА России, Клиника СамГМУ, 
Нижегородская ОКБ, БУ ХМАО-Югры Сургутская 
ОКБ, ГБУЗ ГКБ им. С. П. Боткина ДЗМ [47]. 
Возраст больных на момент установки диагноза был 
от 19 до 59 лет, медиана — 45,5 года, соотношение 
«мужчины/женщины» — 22/36. Основные клинико-
лабораторные данные больных приведены в таблице 1.
Группы риска больных по классификации «ELN 

2017» [46]: благоприятная (NPM1 (+) без FLT3-ITD 
или с низким аллельным отношением (АО < 0,5) 
FLT3-ITDlow) — 40 больных, промежуточная (NPM (+) 
c высоким аллельным отношением (АО  0,5) 
FLT3-ITD) — 18 больных. У всех больных отслежива-
ли МОБ методом ПЦР, за исключением одной больной 
с нестандартной вставкой гена NPM1. При цитогене-
тическом исследовании выявлен нормальный карио-
тип у 47 больных, у 7 больных — отсутствие митозов, 
у 4 больных — цитогенетические аномалии, кото-
рые не относятся к прогностически благоприятным 
или неблагоприятным.
При отсутствии митозов больным выполняли флуо-
ресцентную гибридизацию in situ, позволявшую исклю-
чить основные изменения, связанные с благоприятным 
или неблагоприятным риском: инверсии/транслока-
ции с вовлечением локуса гена EVI/3q26, моносомия 5, 
делеция 5q31, делеция 7q31, моносомия 7, транслока-
ция t(8;21) и инверсия/транслокация с вовлечением ло-
куса гена CBFB/16q22. Согласно протоколу «ОМЛ-21» 
[47] всем больным с мутацией FLT3-ITD, выявленной 
стандартным методом, к терапии добавляли мидостау-
рин. По протоколу «ОМЛ-21» [47] все больные при до-
стижении после первого курса МОБ-негативного ста-
туса по данным проточной цитофлуориметрии были 



| 2026; 71(1):  46 –59 | RUSSIAN JOURNAL OF HEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY (GEMATOLOGIYA I TRANSFUSIOLOGIYA) | ГЕМАТОЛОГИЯ И ТРАНСФУЗИОЛОГИЯ |      49

 | ОРИГИНА ЛЬНЫЕ СТАТЬИ | ORIGINAL ARTICLES |

рандомизированы для проведения либо поддерживаю-
щей химиотерапии, либо трансплантации аллогенных 
гемопоэтических стволовых клеток (алло-ТГСК). Всем 
больным, которые были МОБ-позитивными после 
1-го курса по данным проточной цитофлуориметрии 
или достигли морфологической ремиссии только после 
2-го курса, предполагалось выполнение алло-ТГСК.
Соблюдение прав больных и правил биоэтики. Протокол 
исследования соответствовал этическим принципам 
и одобрен на заседании локального этического коми-
тета ФГБУ «Национальный медицинский исследова-
тельский центр гематологии» Минздрава России, про-
токол № 153 от 25.02.2021.
Выделение нуклеиновых кислот. На всех этапах моле-
кулярно-генетической диагностики исследовали ДНК 
костного мозга. Тотальную ДНК из клеток костного 
мозга выделяли по методике, описанной ранее [48]. 
Концентрацию определяли при помощи флуориметра 
«Qubit» (Thermo Fisher Scientifi c, США).
Молекулярно-генетическая диагностика мутаций 

FLT3-ITD. Молекулярно-генетическую диагностику 
мутаций FLT3-ITD проводили методами ПЦР с фраг-
ментным анализом (ПЦР-ФА), ПЦР-ФА с двойной мет-
кой, ТД-ПЦР. Метод ПЦР-ФА — стандартный метод 
для диагностики FLT3-ITD, в котором один из прай-
меров мечен флуорофором [21, 22]. Полученный ПЦР 
продукт подвергается капиллярному электрофорезу 
и фрагментному анализу, при котором определяется 
«дикий» пик длиной 370 пар нуклеотидов (пн) и пик 
большей длины, соответствующий мутантному аллелю 
(рис. 1 А). Аналитическая чувствительность ПЦР-ФА 
составляет 1 %, т. е. данным методом выявляют встав-
ки, если их аллельная нагрузка превышает 1 %. Метод 
ПЦР с двойной меткой представляет собой усовершен-
ствованную версию стандартного ПЦР-ФА, позволя-

ющую повысить чувствительность и специфичность 
диагностики. В этом методе используются праймеры, 
которые амплифицируют более короткий фрагмент 
ДНК (164 п. н.). Также оба праймера, прямой и обрат-
ный, мечены разными флуорофорами FAM и R6G, 
что при визуализации дает два пика для одного ам-
плификата, синий (FAM) и зеленый (R6G), c разни-
цей электрофоретической подвижности, достигаемой 
за счет разных флуорофоров, соответствующей 4 пн. 
(рис. 1 Б). Чувствительность определения FLT3-ITD 
методом ПЦР-ФА с двойной меткой примерно в 10 раз 
превышает чувствительность стандартного метода, 
что позволяет обнаруживать мутации FLT3-ITD даже 
при аллельной нагрузке менее 1 %. Специфичность ме-
тода ПЦР-ФА с двойной меткой была протестирова-
на на образцах ДНК периферической крови больных 
хроническим лимфолейкозом (n = 24) и здоровых до-
норов (n = 24) и составила 100 %.
Метод ПЦР с тандемной дупликацией (ТД-ПЦР) 
подразумевает использование системы из 8 пар прай-
меров, которые перекрывают возможную зону ду-
пликации [26, 27]. В каждой паре прямой и обрат-
ный (меченый) праймер комплементарны друг другу, 
что приводит к тому, что ПЦР проходит только в слу-
чае, если у больного есть вставка FLT3-ITD (рис. 1 В). 
Метод ТД-ПЦР применим только для больных, у ко-
торых длина вставки превышает 50 пн. Это около по-
ловины всех больных с мутациями FLT3-ITD. При 
первичной диагностике ПЦР ставится в 8 пробирках 
отдельно с каждой парой праймеров. Визуализация 
пика происходит при помощи капиллярного электро-
фореза и фрагментного анализа, при этом ампликон 
равен сумме длин вставки и праймера. Чем длиннее 
вставка FLT3-ITD у больного, тем в большем количе-
стве реакций выявляется ампликон искомой длины. 

Таблица 1. Клинико-лабораторные данные больных по группам: «NPM1+FLT3+», «NPM1+FLT3-», «NPM1+FLT3minor+»
Table 1. Сlinical and laboratory data of patients by groups: NPM1+FLT3+, NPM1+FLT3-, NPM1+FLT3minor+

Показатели
Parameters

NPM1+FLT3+
(n = 25)

NPM1+FLT3-
(n = 21)

NPM1+FLT3 minor+
(n = 12) p

Возраст, годы, медиана (разброс)
Age, years, median (range) 46,5 (27–59) 45,5 (19–58) 45,5 (25–59)  0,38

Мужчины / женщины
Male / female 10/15 9/12 3/9 0,72

Лейкоциты, ×109/л, медиана (разброс)
WBC, ×109/L, median (range) 45 (1–187) 24,5 (1–108) 51 (2–254) 0,12

Доля больных с количеством лейкоцитов >100×109/л
Proportion of patients with WBC >100×109/L 6 (24 %) 1 (4,5 %) 3 (27 %) 0,132

ЛДГ, Ед/л, медиана (разброс)
LDH, U/l, median (range) 556 (274–2352) 665 (198–1719) 484 (210–1421) 0,14

Тромбоцитопения <50×109/л
Thrombocytopenia <50×109/L 15 (60 %) 9 (40 %) 4 (36 %) 0,29

Нейролейкемия
Neuroleukemia 3 (12 %) 4 (18 %) 4 (36 %) 0,23

Другие экстрамедуллярные поражения
Other extramedullary lesions 0 2 (9 %) 1 (9 %) 0,3
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Поскольку при таком виде анализа в реакцию ампли-
фикации вступает только опухолевая ДНК, содержа-
щая вставку ITD, достигается высокая аналитическая 
чувствительность метода, которая превышает чув-
ствительность ПЦР-ФА в 100 раз и составляет 10–4. 
Специфичность метода ТД-ПЦР достигает 100 %, если 
в образце в нескольких реакциях выявляются ПЦР-
продукты одинаковой длины. При этих условиях 
образец в настоящем исследовании считали положи-
тельным.
Для методов ПЦР-ФА, ПЦР-ФА с двойной меткой, 
ТД-ПЦР использовали праймеры, условия ПЦР и ка-
пиллярного электрофореза, описанные ранее [49]. 
ПЦР проводили на амплификаторе «T100» (Bio-Rad 
Laboratories, США). Для капиллярного электрофоре-
за и фрагментного анализа использовали автоматиче-
ский анализатор нуклеиновых кислот «Нанофор-05» 
(Институт аналитического приборостроения РАН, 
Россия). Флуоресценцию, площадь пиков и распре-
деление амплификатов по длине оценивали при по-
мощи компьютерной программы «GeneMapper v. 4.0» 
(Applied Biosystems, США). Для количественной оцен-
ки FLT3-ITD при ПЦР-ФА определяли аллельное от-

ношение (АО) — отношение суммы площадей всех му-
тантных пиков к площади пика дикого аллеля и для 
каждого пика АН — отношение площади мутантного 
пика к сумме площадей «дикого» и мутантных пиков. 
Все больные с выявленными минорными клонами 
были протестированы дважды.
Молекулярно-генетическая диагностика мутаций гена 

NPM1. Диагностику мутаций гена NPM1 в дебюте 
проводили методом ПЦР-ФА, описанным ранее [22]. 
Для определения МОБ использовали количествен-
ную аллель-специфичную ПЦР в реальном времени 
для мутаций гена NPM1 (NPM1 МОБ-ПЦР). Мутации 
NPM1 определяли с праймерами для вставок A, B, 
D типов. Последовательности прямых праймеров 
(5’→3’):

 NPM-W TTCCAGGCTATTCAAGAT(C)T(C)T,
 NPM-A CTATTCAAGATCTCT(G)TCT(G)GCA,
 NPM-B CTATTCAAGATCTCTG(C)AT(G)GCA,
 NPM-D CTATTCAAGATCTCTGCCT(G)GCA.

В скобках указаны LNA (locked nucleotide acide) мо-
дифицированные нуклеотиды. Последовательности 
пробы и обратного праймера (5’→3’):
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Рисунок 1. Схематичное представление методов ПЦР-ФА (A), ПЦР-ФА с двойной меткой (Б) и  ТД-ПЦР (В). На рисунках А и В показано расположение прямых (F) 
и обратных (R) праймеров, приведены электрофореграммы с результатом исследования одного образца методами ПЦР-ФА и ПЦР-ФА с двойной меткой, сигнал «дикого» 
аллеля обозначен w, мутантного  — m. На  рисунке В  показана схема картирования системой ТД-праймеров (TD1-TD8) и  электрофореграмма образца, в  котором 
определяется FLT3-ITD с праймерами TD4 и TD5
Figure 1. Schematic representation of the PCR-FA (A), PCR-FA with double label (B), and TD-PCR (C) methods. The fi gures A and B show the location of the forward (F) and reverse 
(R) primers, and electropherograms with the results of the study of one sample obtained using PCR-FA and PCR-FA with a double label; the signal of the wild allele is designated w, 
and the mutant allele — m. Figure B shows the mapping scheme of the TD primer system (TD1-TD8) and the electropherogram of a sample in which FLT3-ITD is determined with primers 
TD4 and TD5
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NPM проба  

FAM-TGCAGAGTGAGAACTTTCCCTACCGTGT-BHQ1,

 NPM-R ACCATTTCCATGTCTGAGCACC.

Подробную информацию о методе см. патент RU 
2830545 [50].
Для каждого больного определяли тип вставки 

NPM1 и ее аллельную нагрузку в дебютном материале 
костного мозга. После 1, 2 курсов индукции ремис-
сии и перед поддерживающей терапией определяли 
МОБ, для этого выполняли ПЦР в 3 повторах с «ди-
ким» и в 3 повторах с мутантным праймером. Для оп-
ределения МОБ минимальное количество ДНК в ка-
ждой реакции составляло 500 нг, что соответствует 
100 000 геномов. Критериями положительного от-
вета были: наличие специфической амплификации 
с мутантными праймерами хотя бы в 2 из 3 повторов 
с началом подъема не позднее 39 цикла, с различия-
ми в повторах менее 1,5 циклов, при этом в 3 контр-
ольных реакциях с ДНК здорового донора (500 нг) 
амплификация отсутствовала или цикл амплифика-
ции отставал от амплификации больного более чем 
на 3 цикла. Подсчет МОБ осуществляли по разнице 
в циклах амплификации дикого и мутантного прай-
мера (ΔCt) по формуле

100 × АО
1 + АО

,

где АО — результат подсчета аллельного отношения. 
Расчет АО производили по формуле

5
2ΔСt

.

Статистический анализ. При анализе динамики 
МОБ использовали методы линейного регрессионно-
го анализа с учетом повторных наблюдений. ОВ оце-
нивали по времени от даты начала терапии до даты 
смерти от любой причины или даты последнего кон-
такта (цензурирование). БРВ оценивали по времени 
от даты установления ремиссии до даты первого 
неблагоприятного события (рецидива или смерти) 
или даты последнего контакта (цензурирование). 
Вероятность рецидива (ВР) оценивали по времени 
от даты установления ремиссии до даты рецидива, 
т. е. больные, умершие в полной ремиссии до разви-
тия рецидива, и больные, у которых за время наблю-
дения не было диагностировано развитие рецидива, 
были цензурированы на дату смерти или последнего 
контакта соответственно. При анализе ОВ, БР и ВР 
для оценки распределений использовали оценки 
Каплана — Мейера, для оценки статистической зна-
чимости различий в группах использовали лог-ран-
говый тест.

Результаты
В группе больных NPM1 (+) без FLT3-ITD (n = 33) 
применение методов ПЦР-ФА с двойной меткой и ТД-
ПЦР позволило выявить минорные клоны FLT3-ITD 
у 12 (36  %) из 33 больных. При этом у 2 больных ми-
норные клоны были выявлены методом ПЦР-ФА 
с двойной меткой, у 6 — методом ТД-ПЦР, у 4 — обои-
ми методами. Примеры выявления минорных вставок 
представлены на рисунке 2. Кроме того, у 13 (52  %) 
из 25 FLT3-позитивных больных методом ПЦР-ФА 
с двойной меткой обнаружено большее число вставок.

A (A) (B)-      
PCR-FA with double label 

  
TD-PCR

Рисунок 2. Примеры выявления минорных клонов FLT3-ITD в дебюте ОМЛ у 3 больных методом ПЦР-ФА с двойной меткой (А) и у 1 больного в 3 реакциях методом 
ТД-ПЦР (Б). Во всех случаях стандартный метод ПЦР-ФА не выявил мутацию FLT3-ITD
Figure 2. Examples of detection of minor FLT3-ITD clones at the onset of AML in three patients by the double-label PCR-FA method (A) and in one patient by the TD-PCR method in 
three reactions (B). In all cases, the standard PCR-FA method did not detect the FLT3-ITD mutation
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Таким образом, были сформированы 3 группы боль-
ных: с выявленной стандартным методом мутацией 
FLT3-ITD («NPM1(+)FLT3(+)»; n = 25), c минорными 
клонами FLT3-ITD («NPM1(+)FLT3minor»; n = 12) и без 
выявленной мутации FLT3-ITD («NPM1(+)FLT3(-)»; 
n = 21). Статистических различий между группами 
по полу, возрасту и основным клинико-лаборатор-
ным показателям (количество лейкоцитов, лейкоци-
тоз, активность лактатдегидрогеназы, тромбоцито-
пения, нейролейкемия и другие экстрамедуллярные 
поражения), которые могли обусловливать высокую 
летальность или недостаточно глубокий ответ на тера-
пию, не установлено (табл. 1). В 3 группах больных: 
NPM1(+)FLT3(+), NPM1(+)FLT3minor и NPM1(+)FLT3(-) 
изучили динамику МОБ. Количественно МОБ оце-
нивали методом ПЦР по аллельной нагрузке мутации 
гена NPM1. Установлено, что наихудшая динамика 
снижения МОБ наблюдалась в группе больных с му-
тацией гена FLT3, выявленной стандартным методом 
(рис. 3). Данная группа статистически значимо отли-
чалась от остальных темпом снижения МОБ (p = 0,04). 
Существенных различий в темпе снижения МОБ 
между группами c минорными клонами FLT3-ITD 
и без них не обнаружено (p = 0,92).
Проанализирована ассоциация статуса FLT3-ITD 
со статусом МОБ-ПЦР в группах больных NPM1(+)
FLT3(+), NPM1(+)FLT3minor и NPM1(+)FLT3(-) после 
окончания 1 и 2-го индукционного курсов. После 
1 индукционного курса обследованы 47 больных: 
доля МОБ-позитивных составила 81 % (17 из 21) боль-
ных в группе NPM1(+)FLT3(+), 75 % (9 из 12) в группе 
NPM1(+)FLT3minor и 93 % (13 из 14) в группе NPM1(+)
FLT3(-). После второго индукционного курса обсле-

дованы 39 больных: оставались МОБ-ПЦР положи-
тельными 47 % (7 из 15) в группе NPM1(+)FLT3(+), 14 % 
(1 из 7) в группе NPM1(+)FLT3minor и 47 % (8 из 17) 
в группе NPM1(+)FLT3(-). Таким образом, не обнару-
жено статистически значимых различий в достиже-
нии МОБ негативного статуса между группами после 
первого (p = 0,49) и второго индукционного курсов 
(p = 0,64). Перед поддерживающей терапией 20 из 27 
(74 %) больных достигли МОБ-ПЦР негативного ста-
туса. В группе NPM1(+)FLT3(+) 8 из 13 (62 %) боль-
ных, в группе NPM1(+)FLT3minor 75 % 3 из 4 больных 
и в группе NPM1(+)FLT3(-) 9 из 10 (90 %) больных до-
стигли МОБ-ПЦР негативного статуса.
При анализе ОВ не выявлено существенных раз-
личий между группами NPM1(+)FLT3(-), NPM1(+)
FLT3minor и NPM1(+)FLT3(+) (p = 0,3). ОВ через 12 
месяцев от начала лечения составила 64 % в группе 
NPM1(+)FLT3(+), в группе NPM1(+)FLT3minor — 83 %, 
в группе NPM1(+)FLT3(-) — 81 % (рис. 4). Трое больных 
в группе NPM1(+)FLT3(+) умерли в первые дни после 
установления диагноза; 2 больных, несмотря на МОБ-
позитивный статус после 1-го курса, установленный 
методом иммунофенотипирования, отказались от про-
ведения алло-ТГСК, 1 больной умер от инфекционных 
осложнений; 3 летальных исхода возникли в связи 
с прогрессией острого лейкоза. Летальность в пер-
вые дни была обусловлена синдромом лизиса опухо-
ли и зарегистрирована у больных с лейкоцитозом 
(лейкоциты составили 187×109/л, 100×109/л и 42×109/л), 
которым проводили лечение в региональных цент-
рах. Существенных различий БРВ в группах NPM1(+)
FLT3(-), NPM1(+)FLT3minor, NPM1(+)FLT3(+) (p = 0,76) 
и ВР (p = 0,75) не обнаружено (рис. 5). Алло-ТГСК 

Рисунок 3. Индивидуальные временные графики и усредненные временные 
графики динамики МОБ в группах NPM1(+)FLT3(-) (зеленая линия), NPM1(+)FLT3
minor (синяя линия), NPM1(+)FLT3(+) (красная линия)
Figure 3. Individual time graphs and average time graphs of the dynamics of MRD in 
the groups NPM1(+)FLT3(-) (green line), NPM1(+)FLT3minor (blue line), NPM1(+)FLT3(+) 
(red line)

Рисунок 4. ОВ в группах NPM1(+)FLT3(-) (зеленая линия), NPM1(+)FLT3minor (си-
няя линия), NPM1(+)FLT3(+) (красная линия)
Figure 4. Overall survival in the groups NPM1(+)FLT3(-) (green line), NPM1(+)
FLT3minor (blue line), NPM1(+)FLT3(+) (red line)
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была выполнена 5 больным из группы NPM1(+)FLT3(+), 
3 больным из группы NPM1(+)FLT3minor и 2 больным 
из группы NPM1(+)FLT3(-).

Обсуждение
В настоящей работе использование более чувстви-
тельных, чем ПЦР-ФА, методов (ПЦР-ФА с двойной 
меткой и ТД-ПЦР) позволило выявить минорные кло-
ны FLT3-ITD у трети больных с мутацией гена NPM1, 
у которых стандартный метод определения FLT3-ITD 
не выявил наличие вставки, а также наличие допол-
нительных вставок у 52 % FLT3-позитивных больных. 
Полученные данные сопоставимы с результатами дру-
гих исследований, в которых были использованы мето-
ды, обладающие большей чувствительностью по срав-
нению со стандартным методом ПЦР-ФА [25–28, 
50–53]. Авторы отмечают выявление большего коли-
чества вставок FLT3-ITD при использовании методов 
дельта-ПЦР или ТД-ПЦР [25–28]. K. Schranz и со-
авт. [51] установили большее количество выявляемых 
вставок FLT3-ITD методом ВПС по сравнению со стан-
дартным ПЦР-ФА. Zuffa E.С и соавт. [52], использо-
вав метод ультраглубокого секвенирования (чувст-
вительность определения 0,1 %), выявили у 2 (10 %) 
из 20 больных минорные вставки FLT3-ITD, не опре-
делявшиеся стандартными методами, и у 8 (36 %) 
из 22 больных — дополнительные вставки. При этом 
авторы [52] показали, что рецидив за счет минорных 
клонов произошел у 4 из 5 исследуемых больных.
В другом исследовании T. Ottone и соавт. [53] при-
менили пациент-специфичную ПЦР в реальном вре-
мени для обнаружения FLT3-ITD у 6 больных ОМЛ, 
у которых во время рецидива была обнаружена мута-

ция FLT3-ITD, но она не была выявлена стандартным 
методом на первичном этапе. Метод позволил ретро-
спективно обнаружить FLT3-ITD в 4 образцах. У всех 
больных наблюдался ранний рецидив, хотя на пер-
вичном этапе все они были отнесены в благоприятную 
группу прогноза NPM1(+)FLT3-ITD(-). Авторы [53] 
подчеркнули необходимость выявления малых клонов 
с FLT3-ITD на первичном этапе.
В выборке больных в настоящем исследовании ас-
социации минорных клонов FLT3-ITD с динамикой 
МОБ, частотой достижения МОБ-негативного стату-
са, ОВ и БРВ у больных с NPM1(+) ОМЛ не было об-
наружено. Можно предполагать, что незначительные 
различия между исследуемыми группами больных 
могли быть связаны с высокой терапевтической эф-
фективностью протокола «ОМЛ-21», а именно приме-
нением МОБ-ориентированного подхода к терапии, 
применением мидостаурина у всех FLT3-позитивных 
больных и высокой трансплантационной активностью 
в рамках протокола. Эти выводы являются предвари-
тельными, так как получены на небольшой выборке 
больных.
Настоящая работа подтверждает многочисленные вы-
воды других исследователей [54–58], о том, что влияние 
FLT3-ITD с низким АО на прогноз ОМЛ минимально, 
и, наоборот, чем выше АО FLT3-ITD, тем хуже ОВ и БРВ 
у больных ОМЛ. В рекомендациях ELN 2017 г. [46] 
важная роль отведена оценке АО FLT3-ITD при опреде-
лении прогноза и группы риска. При отсутствии небла-
гоприятных цитогенетических аномалий и выявлении 
мутации гена NPM1 при АО менее 0,5 (FLT3-ITDlow) про-
гноз определяли как благоприятный, при АО более 0,5 
(FLT3-ITDhigh) — как промежуточный [46].

   
Рисунок 5. БРВ и вероятность рецидивов в группах NPM1(+)FLT3(-) (зеленая линия), NPM1(+)FLT3minor (синяя линия), NPM1(+)FLT3(+) (красная линия). А — БРВ; Б — ве-
роятность рецидивов
Figure 5. Relapse free survival and probability of relapse in the groups NPM1(+)FLT3(-) (green line), NPM1(+)FLT3minor (blue line), NPM1(+)FLT3(+) (red line). A — relapse free 
survival; B — probability of relapse
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В соответствии с классификацией ELN 2022 г. [59] все 
больные с FLT3-ITD, независимо от АО, с отсутствием 
других неблагоприятных генетических аномалий попа-
дают в группу промежуточного риска. В качестве при-
чин такого изменения указаны: 1) методологические 
проблемы измерения АО FLT3-ITD и невозможность 
его точного измерения методами ВПС, которые широко 
внедряются в диагностическую практику; 2) возрастаю-
щая роль оценки МОБ как независимого прогностиче-
ского предиктора при принятии клинических решений; 
3) улучшение прогноза при применении терапевтиче-
ских схем на основе мидостаурина при лечении боль-
ных с FLT3-ITD без мутации гена NPM1 [59].
В отечественных и зарубежных клинических реко-
мендациях есть указание на добавление к программе 
лечения, начиная с индукции, FLT3-ингибиторов всем 
больным ОМЛ с мутациями гена FLT3 [59–63]. Таким 
образом, современные рекомендации по диагностике 
и лечению ОМЛ не учитывают при стратификации 
на группы риска и при назначении ИТК ни размер вы-
являемого клона FLT3-ITD, ни метод, который исполь-
зуется для первичной диагностики мутаций.

Все это ставит ряд вопросов: 1) целесообразно ли 
назначение ИТК больным с минорными клонами 
FLT3-ITD, 2) следует ли ограничивать чувствитель-
ность методов для первичной диагностики FLT3-ITD, 
3) в какую прогностическую группу должны стратифи-
цироваться больные с минорными клонами FLT3-ITD.
С учетом полученных данных о том, что ассоциация 
минорных клонов FLT3-ITD с клиническими особен-
ностями заболевания у больных ОМЛ и мутациями 
гена NPM1 минимальна или отсутствует, можно пред-
полагать, что у таких больных на первичном этапе 
диагностики нет необходимости применения допол-
нительных более чувствительных методов выявле-
ния мутаций FLT3-ITD и включение в программную 
терапию ИТК не требуется. Однако окончательные 
выводы можно будет сделать, если будет показано, 
что минорные клоны FLT3-ITD, выявленные в дебюте, 
не обусловливают возникновение рецидивов. Таким 
образом, обнаружение минорных клонов FLT3-ITD 
более чувствительными методами у значительного 
числа больных — крайне важный аспект, который ну-
ждается в дальнейшем изучении.
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