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АННОТАЦИЯ
В в е д е н и е .  Различия в частоте и спектре мутаций при острых миелоидных лейкозах (ОМЛ) могут быть свя-
заны с региональными особенностями воздействия факторов окружающей среды (ионизирующего излучения или 
химических мутагенов) и генетической предрасположенностью населения, при этом данные по российской попу-
ляции ограничены и представлены единичными публикациями с «узкой» географией и небольшим размером 
обследованных выборок. 
Ц е л ь .  Комплексный анализ мутаций в «горячих» точках генов DNMT3A, NPM1, FLT3, IDH1 и IDH2 у больных 
ОМЛ, проживающих в г. Новосибирске.
М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы .  Изучалась геномная ДНК, выделенная из костного мозга 128 больных с de 
novo ОМЛ. Скрининг мутации р.W288Cfs*12 генов NPM1 и FLT3-ITD проводили методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с фланкирующими праймерами; мутаций р.R882 гена DNMT3A, р.D835 гена FLT3, р.R132 гена 
IDH1 и р.R140 гена IDH2 – методом ПЦР с анализом полиморфизма длин рестрикционных фрагментов (ПЦР-
ПДРФ). Точную верификации мутации выполняли прямым капиллярным секвенированием по Сэнгеру.
Р е з у л ь т а т ы .  В группе исследования 42,2 % пациентов имели те или иные клинически, прогностически 
и терапевтически значимые находки. Суммарно у 22,6 % пациентов группы исследования выявлены мутации в 
«горячих» точках генов эпигенетической регуляции генома: IDH1, IDH2 и DNMT3A. При этом в половине случаев 
(51,9 %) с находками имели место мутации в двух и более проанализированных генах. Частота мутаций в группе 
исследования составила для р.R882 гена DNMT3A – 9,3 %, р.W288Cfs*12 гена NPM1 – 14,8, FLT3-TKD и FLT3-ITD – 
18,0, р.R132 гена IDH1 – 5,5 и р.R140 гена IDH2 – 10,2%, что соответствовало данным платформы cBioPortal for 
Cancer Genomics (р > 0,05). В изолированном варианте мутация р.W288Cfs*12 гена NPM1 была выявлена у 7 из 19 
(36,8 %) пациентов с этой мутацией. 
З а к л ю ч е н и е. Впервые получена комплексная картина спектра мутаций в анализируемых «горячих» точ-
ках генов DNMT3A, IDH1, IDH2, FLT3 и NPM1 при de novo ОМЛ у пациентов, проживающих в Сибирском регионе. 
Более чем в трети случаев заболевания анализ «горячих» точек изучаемых генов позволяет предоставить инфор-
мацию, важную для принятия клинически значимых решений.
Ключевые слова: острый миелоидный лейкоз, DNMT3A, IDH1, IDH2, FLT3, NPM1, мутации, секвенирование, 
прогноз, таргетная терапия, минимальная остаточная болезнь.
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ВВЕДЕНИЕ
Острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) характе-

ризуются клональной экспансией лейкозных 
недифференцированных кроветворных клеток в 
периферической крови, костном мозге и других 
органах и являются гетерогенными заболевани-
ями, связанными различными цито- и молеку-
лярно-генетическими аномалиями. Критиче-
скую роль в возникновении и прогрессировании 

INTRODUCTION
Acute myeloid leukemias (AML) are characterized 

by clonal expansion of undiff erentiated leukemic hema-
topoietic cells into the peripheral blood, bone marrow, 
and other organs, and are heterogeneous diseases asso-
ciated with various cytogenetic and molecular genetic 
abnormalities. Epigenetic alterations in the genome of 
leukemic cells play a critical role in the initiation and 
progression of these hematologic malignancies [1].
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ABSTRACT 
I n t r o d u c t i o n .  Diff erences in the frequency and spectrum of mutations in acute myeloid leukemia (AML) may 
be related to regional environmental factors (ionizing radiation or chemical mutagens) and the genetic predisposition of 
the population, while data on the Russian population are limited and presented in isolated publications with a “narrow” 
geography and a small sample size.
A i m .  Comprehensive analysis of mutations in the hot spots of the DNMT3A, NPM1, FLT3, IDH1 and IDH2 genes in 
AML patients living in Novosibirsk.
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .  Genomic DNA isolated from the bone marrow of 128 patients with newly 
diagnosed AML was studied. p.W288Cfs*12 mutations of the NPM1 and FLT3-ITD genes were screened by polymerase 
chain reaction (PCR) with flanking primers; screening for the p.R882 mutation of the DNMT3A gene, p.D835 of the 
FLT3 gene, p.R132 of the IDH1 gene, and p.R140 of the IDH2 gene was performed by PCR with analysis of restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP). Exact verifi cation of the mutation was carried out by direct capillary 
sequencing according Sanger.
R e s u l t s .  In the study group, in 42,2% of cases revealed some clinically, prognostically, and therapeutically sig-
nifi cant fi ndings. In total, 22,6% of the patients in the study group had mutations in the hot spots of the genes of epige netic 
genome regulation: IDH1, IDH2 and DNMT3A. At the same time, mutations in two or more analyzed genes occurred in 
half of the cases (51,9%) with fi ndings. In the study group, the mutation rate was 9,3% for p.R882 of the DNMT3A gene, 
14,8% for p.W288Cfs*12 in the NPM1 gene, 18,0% for FLT3-TKD and FLT3-ITD, 5,5% for p.R132 of the IDH1 gene, and 
10,2% for p.R140 in the IDH2 gene, which corresponded to data from the cBioPortal for Cancer Genomics (p > 0,05). In 
an isolated variant, the p.W288Cfs*12 mutation of the NPM1 gene was detected in 7 out of 19 (36,8%) patients with this 
mutation.
C o n c l u s i o n .  For the fi rst time, a comprehensive picture of the spectrum of mutations in the analyzed hot spots 
of the DNMT3A, IDH1, IDH2, FLT3, and NPM1 genes was obtained in de novo AML in patients living in the Siberian 
region. In more than a third of cases, the analysis of the hot spots of the studied genes provides information important for 
making clinically signifi cant decisions. 
Keywords: acute myeloid leukemia, DNMT3A, IDH1, IDH2, FLT3, NPM1, mutations, sequencing, prognosis, targeted 
therapy, minimal residual disease.
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данных гемобластозов играют нарушения эпиге-
нетической регуляции работы генома лейкозных 
клеток [1]. 

За последние десятилетия развитие техноло-
гий позволило провести полногеномный анализ 
паттернов метилирования ДНК в гемопоэтиче-
ских клетках. Установлены определяющая роль в 
процессах дифференцировки кроветворных эле-
ментов динамики метилирования и значитель-
ные изменения метилома при трансформации 
здоровых клеток в лейкозные [2]. Аберрантное 
метилирование ДНК рассматривается как отли-
чительный признак ОМЛ, который считается 
мощным эпигенетическим маркером для ранней 
диагностики и прогнозирования исхода заболе-
вания. В отличие от генетических изменений, 
обратимая природа эпигенетических модифика-
ций является терапевтически привлекательной 
мишенью для лечения ОМЛ [3]. 

Метилирование ДНК – это динамическая эпи-
генетическая модификация, которая регулирует 
экспрессию генов. Метилирование ДНК катали-
зируется тремя консервативными ДНК-метил-
трансферазами (DNMTS). DNMT1 может точно 
воспроизводить ранее существовавший паттерн 
метилирования в родительской цепи ДНК на 
вновь синтезированную дочернюю цепь во время 
репликации ДНК, тогда как DNMT3A и DNMT3B 
отвечают за de novo метилирование неизменен-
ной ДНК-матрицы [2]. Мутации в DNMT3A 
имеют высокую распространенность у пациентов 
с лейкозом, составляя 20–25 % при первичном 
ОМЛ и 10 % при миелодиспластическом син-
дроме. При этом роль мутаций в DNMT3B в лей-
кемогенезе менее существенна [4].

В настоящее время известны десятки генов, 
ассоциируемых с развитием ОМЛ. Однако среди 
них выделяют группу генов, характеризующихся 
наличием рекуррентных (повторяющихся) клини-
чески значимых мутаций, которые влияют на про-
гноз заболевания, определяют эффективность 
лечения, являются мишенями для терапии и слу-
жат маркерами для отслеживания минимальной 
остаточной болезни (МОБ) [5]. К таковым отно-
сятся р.R882 гена DNMT3A (Mendelian Inheritance in 
Man (OMIM), https://www.omim.org/entry/602769), 
р.W288Cfs*12 гена NPM1 (OMIM, https://www.
omim.org/entry/164040), р.D835 генов FLT3 и FLT3-
ITD (OMIM, https://www.omim.org/entry/136351), 
р.R132 гена IDH1 (OMIM, https://www.omim.org/
entry/147700), р.R140 гена IDH2 (OMIM, https://
www.omim.org/entry/147650). 

Сообщалось, что клональный гемопоэз, кото-
рый является мощным фактором риска развития 

Over the past decades, technological advance-
ments have enabled genome-wide analysis of DNA 
methylation patterns in hematopoietic cells. The piv-
otal role of methylation dynamics in hematopoietic 
cell diff erentiation and the signifi cant changes in 
DNA methylome during the transformation of 
healthy cells into leukemic ones have been estab-
lished [2]. Aberrant DNA methylation is considered 
as a hallmark of AML, which is a powerful epigenetic 
marker for early diagnosis and prediction of the dis-
ease. Unlike genetic alterations, the reversible nature 
of epigenetic modifi cations represents an attractive 
target for AML treatment [3].

DNA methylation is a dynamic epigenetic modifi -
cation that regulates gene expression. DNA methyla-
tion is catalyzed by three conserved DNA methyl-
transferases (DNMTS). DNMT1 can faithfully propa-
gate the pre-existed methylation pattern in the 
parental DNA strand to the newly synthesized 
daughter strand during DNA replication, while 
DNMT3A and DNMT3B are responsible for de novo 
methylation at the unmodifi ed DNA template [2]. 
Mutations in DNMT3A are highly prevalent in leuke-
mia patients, accounting for 20–25% in de novo 
AML and 10% in myelodysplastic syndrome. At the 
same time, the role of mutations in the DNMT3B in 
leukemogenesis is less signifi cant [4].

Currently, dozens of genes associated with the 
development of AML are known. However, among 
them, there is a group of genes characterized by the 
presence of recurrent clinically signifi cant mutations 
that infl uence the disease prognosis, treatment effi  -
cacy, and serve as targets for therapy and markers 
for minimal residual disease (MRD) [5]. These 
include p.R882 of the DNMT3A gene (Mendelian 
Inheritance in Man (OMIM), https://www.omim.
org/entry/602769), p.W288Cfs*12 of the NPM1 
gene (OMIM, https://www.omim.org/
entry/164040), p.D835 of the FLT3 and FLT3-ITD 
genes (OMIM, https://www.omim.org/
entry/136351), p.R132 of the IDH1 gene (OMIM, 
https://www.omim.org/entry/147700), p.R140 of 
the IDH2 gene (OMIM, https://www.omim.org/
entry/147650).

It has been reported that clonal hematopoiesis, 
which is a strong risk factor for development of AML 
in the future, is often associated with somatic muta-
tions in DNMT3A. Hematopoietic stem cells with 
mutations in this gene are in a preleukemic state and 
are prone to malignant transformation by acquiring 
additional genetic alterations, namely mutations in 
FLT3, NPM1, and IDH1/2 [6, 7].

Although the mutational spectrum of AML has 
been extensively studied, the mutation rate may vary 
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в последующем ОМЛ, часто связан с соматиче-
скими мутациями в DNMT3A. Стволовые кровет-
ворные клетки с мутациями в данном гене нахо-
дятся в предлейкозном состоянии и легко под-
вергаются злокачественной трансформации, 
приобретая дополнительные генетические 
из менения, а именно мутации в FLT3, NPM1 и 
IDH1/2 [6, 7].

Несмотря на то, что мутационный спектр ОМЛ 
широко изучается, частота мутаций в разных 
регионах мира может быть различна [3], а данные 
по российской популяции ограничены. В доступ-
ной литературе найдены несколько отечествен-
ных исследований мутационного спектра в NPM1, 
FLT3, IDH1/2 и DNMT3A, выполненных во взрос-
лой когорте пациентов с ОМЛ. Публикаций, опи-
сывающих мутационный спектр в анализируемых 
генах при ОМЛ у пациентов, проживающих за 
Уралом, в доступной литературе не найдено. 
Помимо «узкой» географии представленных 
работ, обращает на себя внимание гетерогенность 
и небольшой размер обследованных выборок, а 
также широкий разброс получаемых частот. 
Например, частота выявления инсерций в 12-м 
экзоне, по данным отечественных работ, соста-
вила 10,7–33,3 % [8–11]. Частота миссенс-замен в 
«горячей» точке гена DNMT3A – кодоне 882 – от 
7,1 до 12,2 % [9, 12, 13]. Изучение мутаций в FLT3 
проводилось наиболее активно. Частота мутаций 
типа FLT-ITD, по данным авторов, варьировала от 
13,8 до 25,0 % [9, 13, 14], тогда как мутаций типа 
FLT-TKD – от 5,5 до 13,6 % [11–15]. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Провести комплексный анализ мутаций в 

«горячих» точках генов DNMT3A, NPM1, FLT3, 
IDH1 и IDH2 у больных ОМЛ, проживающих в 
крупном сибирском мегаполисе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Образцы костного мозга были получены от 

128 пациентов городского гематологического 
центра г. Новосибирска с впервые диагностиро-
ванными ОМЛ. Диагноз ОМЛ был поставлен в 
соответствии с текущими критериями Классифи-
кации Всемирной организации здравоохранения 
[16, 17]. Исследование было одобрено комитетом 
по биоэтике Новосибирского государственного 
медицинского университета. Работа проводилось 
в соответствии с Хельсинкской декларацией Все-
мирной медицинской ассоциации (World Medical 
Association) 2000 г. и Протоколом Конвенции о 
правах человека и биомедицине (Protocol to the 
Convention on Human Rights and Biomedicine) 

across diff erent regions of the world [3], and data on 
the Russian population remain limited. Several 
domestic studies on the mutation spectrum in NPM1, 
FLT3, IDH1/2, and DNMT3A in adult patients with 
AML have been found in the available literature. 
There are no publications in the available literature 
describing the mutation spectrum in the analyzed 
genes in AML patients living beyond the Urals. In 
addition to the “narrow” geography of these studies, 
attention is drawn to the heterogeneity and a small 
size of the cohorts, as well as the wide range in fre-
quencies reported. For example, the incidence of 
insertions in exon 12, according to domestic studies, 
ranged from 10,7% to 33,3% [8–11]. The incidence of 
missense substitutions in codon 882, the hot spot of 
the DNMT3A gene, ranged from 7,1% to 12,2% 
[9, 12, 13]. Mutations in FLT3 were studied most 
actively. The incidence of FLT-ITD mutations, 
according to the authors, varied from 13,8% to 25,0% 
[9, 13, 14], while the incidence of FLT-TKD muta-
tions ranged from 5,5 to 13,6% [11–15].

AIM OF THE RESEARCH
To perform a comprehensive analysis of muta-

tions in the hot spots of the DNMT3A, NPM1, FLT3, 
IDH1, and IDH2 genes in AML patients residing in a 
major Siberian metropolis.

MATERIALS AND METHODS 
Bone marrow samples were taken from 128 

patients of City Hematological Center (Novosibirsk) 
with newly diagnosed AML. The diagnosis of AML 
was made in accordance with the current classifi ca-
tion criteria of the World Health Organization [16, 17]. 
The study was approved by the Bioethics Committee 
of Novosibirsk State Medical University. The study 
was carried out in accordance with the World Medical 
Association’s Helsinki Declaration of 2000 and the 
Protocol to the Convention on Human Rights and Bio-
medicine of 1999. All patients signed a voluntary 
informed consent to participate in the study.

Genomic DNA was isolated using a magnetic par-
ticle kit (Biolabmix, Russia), according to the manu-
facturer’s protocol, and then quantifi ed using an 
Epoch spectrophotometer (BioTek, USA). Then, the 
DNA obtained was used as a template for amplifi ca-
tion of the fragment of interest in genes studied.

Primers specially selected using Vector NTI soft-
ware (Thermo Fisher, USA) for detecting mutations 
p.R882 of the DNMT3A gene, p.W288Cfs*12 of the 
NPM1 gene, p.D835 of the FLT3 and FLT3-ITD 
genes, p.R132 of the IDH1 gene, and p.R140 of the 
IDH2 genes (their sequences are given in Table 1) 
were synthesized by Biosynthesis LLC (Russia). 
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1999 г. Все пациенты, включенные в исследова-
ние, подписали добровольное информированное 
согласие на участие в исследовании.

Геномная ДНК выделялась с помощью набора 
на магнитных частицах (Biolabmix, Россия), 
согласно протоколу производителя, и затем 
количественно определялась с помощью спек-
трофотометра Epoch (BioTek). В дальнейшем 
полученную ДНК использовали в качестве 
матрицы для амплификации нужного фрагмента 
исследуемых генов.

Специально подобранные в программе Vector 
NTI (Thermo Fisher, США) праймеры для детек-
ции мутаций р.R882 гена DNMT3A, р.W288Cfs*12 
гена NPM1, р.D835 генов FLT3 и FLT3-ITD, р.R132 
гена IDH1 и р.R140 гена IDH2, последовательно-
сти которых приведены в табл. 1, синтезированы 
ООО «Биосинтез» (Россия). Амплификацию 
проводили на термоциклере «Терцик» («ДНК-
Технология», Россия).

Наличие мутаций р.W288Cfs*12 генов NPM1 
и FLT3-ITD, которые отличаются значительным 
разнообразием как по своей локализации, так и 
по величине вставок нуклеотидов, выявляли 
при помощи полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с фланкирующими праймерами [18]. 
Детекция р.R882 гена DNMT3A, р.D835 генов 
FLT3 и FLT3-ITD, р.R132 гена IDH1 и р.R140 гена 
IDH2 проводилась методом ПЦР с анализом 
полиморфизма длин рестрикционных фрагмен-
тов (ПЦР-ПДРФ). Для точной верификации 
мутации образцы секвенированы на автомати-
ческом секвенаторе Applied Biosystems 3500 

Amplifi cation was performed using a thermocycler 
Thercyc (DNA Technology, Russia).

The presence of p.W288Cfs*12 mutations of the 
NPM1 and FLT3-ITD genes, which are characterized 
by signifi cant diversity both in their localization and 
in the size of nucleotide insertions, was detected 
using polymerase chain reaction (PCR) with fl anking 
primers [18]. Such mutations as p.R882 in the 
DNMT3A gene, p.D835 in the FLT3 and FLT3-ITD 
genes, p.R132 in the IDH1 gene, and p.R140 in the 
IDH2 gene were detected using PCR with restriction 
fragment length polymorphism analysis (PCR-
RFLP). For exact verifi cation of mutations, the sam-
ples were sequenced on an Applied Biosystems 3500 
automated sequencer (USA) according to the manu-
facturer’s protocol, using the same primers as for the 
stage of screening.

A visualization of the spectrum of mutations in 
the hot spots of the FLT3, NPM1, IDH1, IDH2, and 
DNMT3A genes for each AML case was achieved 
using the Oncoprinter tool [19].

RESULTS
A set of oligodeoxyribonucleotide primers 

designed for rapid screening and subsequent exact 
identifi cation of the recurrent mutations 
p.W288Cfs*12 of the NPM1 gene, p.D835 in the 
FLT3 and FLT3-ITD genes, p.R132 in the IDH1 gene, 
and p.R140 in the IDH2 gene in AML demonstrated 
high specifi city and diagnostic accuracy (Fig. 1).

In 9,3% of all patients from our cohort, single 
nucleotide substitutions in p.R882 of the DNMT3A 
gene were detected, including p.R882H in 8 cases 

Таблица 1. Последовательности праймеров, температуры отжига и длины продуктов реакции
Table 1. Primer sequences, annealing temperatures, and product lengths

Тип мутации
Type of 
mutation

Последовательность праймеров
Primer sequences

Tm 
(°C)

Длина ПЦР 
продукта (п.н.)*
PCR product 
length (b.p.)*

Эндонуклеаза 
рестрикции
Restriction 
endonuclease

р.R882 DNMT3A 5`-ggcagaactaagcaggcgt-3` 
5`-gcagtctctgcctcgcgaat-3`

66 232 HinfI

р.W288Cfs*12 
NPM1

5`-ttttttccaggctattcaag-3` 
5`-ctgttacagaaatgaaataagacgg-3`

52 107 и более
107 and more

–

FLT3-TKD 5`-ctatattcactttgtttgttgcacatcatcatgg-3`
5`-tgcccctgacaacatagttggaatcactcatggaat-3`

56 293 HinfI

FLT3-ITD 5`-cctctatctgcagaactgcc-3`
5`-cattttgacggcaacctg-3`

66 375 и более
375 and more

–

р.R132 IDH1 5`-caaatgtgccactatcactc-3` 
5`-ttgatccccataagcatgt-3`

59 202 TaqI

р.R140 IDH2 5`-aattctggttgaaagatggc-3` 
5`-agagacaagaggatggctag-3`

64 289 HpaII

* п.н. – пар нуклеотидов.
* b.p. – base pairs.
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(США) по протоколу фирмы-изготовителя с 
применением тех же праймеров, что и на этапе 
скрининга.

Визуальное представление спектра мутаций в 
анализируемых «горячих» точках генов FLT3, 
NPM1, IDH1, IDH2 и DNMT3A в каждом из слу-
чаев ОМЛ получено с применением сервиса 
Oncoprinter [19]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Разработанный набор олигодезоксирибону-

клеотидных праймеров для быстрого скрининга 
и последующей точной идентификации рекур-
рентных мутаций р.W288Cfs*12 гена NPM1, 
р.D835 генов FLT3 и FLT3-ITD, р.R132 гена IDH1, 
р.R140 гена IDH2 при ОМЛ показал высокую 
специфичность и точность диагностики (рис. 1).

У 9,3 % лиц группы исследования были выяв-
лены однонуклеотидные замены в р.R882 гена 
DNMT3A, в том числе р.R882H в восьми и 
р.R882Р в одном случае, а также три синонимич-
ные замены.

У 14,8 % больных выявлена мутация 
р.W288Cfs*12 гена NPM1, из них 16 человек с 
инсерцией типа А, один человек с инсерцией 
типа В и два человека с новыми ранее не описан-
ными вставками. 

Суммарно частота мутаций FLT3-TKD и FLT3-
ITD составила 18,0 %. У 3,9 % пациентов обнару-
жена мутация р.D835 гена FLT3, из них по два 
случая р.D835H и р.D835Y, а также один случай 
р.D835N. Еще 14,1% больных имели FLT3-ITD 
различной протяженности и локализации, а 
именно: с.563_564ins18b.p., c.574_575ins56b.p.fs11X, 
c.594ins36b.p., с.597_598ins48b.p., c.600ins12b.p., 
с.601ins18b.p., с.601_602ins36b.p., с.602_603ins18b.p., 
с.605_606ins18b.p., с.606_607ins137b.p., 
с.612+1ins48b.p., c.612ins70b.p., c.613ins63b.p., 
с.613_614ins45b.p., c.612-613ins60b.p., с.613_614ins63b.p., 
c.612-613ins84b.p., с.613_614ins167b.p.

У 5,5 % пациентов обнаружена мутация р.R132 
гена IDH1, из них три человека с р.R132H, два – с 
р.R132С и по одному – с р.R132S и р.R132L соот-
ветственно.

У 10,2 % больных выявлена мутация р.R140 
гена IDH2, из них одиннадцать случаев р.R140Q 
и один случай р.R140W.

В целом в обследованной группе пациентов 
частоты мутаций соответствовали данным плат-
формы cBioPortal for Cancer Genomics для паци-
ентов с ОМЛ (табл. 2): для мутации DNMT3A 
р.R882 – 11,0 %, NPM1 р.W288Cfs*12 – 18,1, FLT3-
ITD – 16,1, FLT3-TKD – 5,8, IDH1 р.R132 – 7,8 и 
IDH2 – 9,8 % пациентов [20]. 

and p.R882P in one case, as well as three synony-
mous substitutions.

In 14,8% of patients, the p.W288Cfs*12 mutation 
of the NPM1 gene was detected; among them, 16 indi-
viduals had insertion type A, one individual had 
insertion type B, and two individuals had novel, pre-
viously undescribed insertions. 

The overall rate of mutations of FLT3-TKD and 
FLT3-ITD genes was 18,0%. In 3,9% of patients, the 
p.D835 mutation of the FLT3 gene was found (among 
them by two cases of p.D835H and p.D835Y), as well 
as one case of p.D835N. Also, 14,1% of patients had 
FLT3-ITD of varying lengths and localization, 
namely: с.563_564ins18b.p., c.574_575ins56b.p.fs11X, 
c.594ins36b.p., с.597_598ins48b.p., c.600ins12b.p., 
с.601ins18b.p., с.601_602ins36b.p., с.602_603ins18b.p., 
с.605_606ins18b.p., с.606_607ins137b.p., 
с.612+1ins48b.p., c.612ins70b.p., c.613ins63b.p., 
с.613_614ins45b.p., c.612-613ins60b.p., с.613_614ins63b.p., 
c.612-613ins84b.p., с.613_614ins167b.p.

In 5,5% of patients, the p.R132 mutation of the 
IDH1 gene was detected. Among them, three indi-
viduals had p.R132H, two had p.R132C, and one each 
had p.R132S and p.R132L, respectively.

In 10,2% of patients, the p.R140 mutation of the 
IDH2 gene was found. Among them, 11 cases of 
p.R140Q and one case of p.R140W were registered.

In general, in the cohort examined, the mutation 
rate corresponded to data from the cBioPortal for 
Cancer Genomics for AML patients (Table 2): for the 
DNMT3A p.R882 mutation – 11,0%, NPM1 
p.W288Cfs*12 – 18,1%, FLT3-ITD – 16,1%, FLT3-
TKD – 5,8%, IDH1 p.R132 – 7,8%, and IDH2 – 9,8% 
of patients [20].

Fig. 2 presents a co-mutation pattern in the hot spots 
of the genes analyzed. As can be seen from the fi gure, 
42,2% (54/128) of patients had various clinically, prog-
nostically, and therapeutically signifi cant fi ndings.

DISCUSSION
It has been established that without a study of the 

molecular genetic characteristics of AML, performed 
in a short time frame at the onset of the disease, the 
modern adequate and eff ective treatment of this dis-
ease is not possible.

This study has, for the fi rst time, provided a com-
prehensive pattern of the spectrum of mutations in 
the hot spots of the DNMT3A, IDH1, IDH2, FLT3, and 
NPM1 genes analyzed in patients with newly diag-
nosed AML residing in Novosibirsk, which is of sig-
nifi cant practical importance. A total of 29/128 
(22,6%) patients from the cohort studied have muta-
tions in the hot spots of the genes that are responsible 
for epigenetic regulation of genome: IDH1, IDH2, and 
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Рис. 1. Фрагменты хроматограмм сиквенсов образцов ДНК, содержащих мутации:
А – р.R882H (слева) и р.R882Р (справа) гена DNMT3A; B – р.W288Cfs*12 гена NPM1 (вставка типа А (слева) и типа В (справа)); 

C – р.D835H (слева) и р.D835Y (справа) гена FLT3; D – с.597_598ins48b.p. (слева), с.613_614ins167b.p. (по центру) 
и с.612+1ins48b.p. (справа) гена FLT3; E – p.R132H (слева), p.R132С (по центру) и p.R132L (справа) гена IDH1; 

F – p.R140Q (слева) и p.R140W (справа) гена IDH2
Fig. 1. The fragments of DNA sequence chromatograms of the samples with following mutations:

 А – р.R882H (left) and р.R882Р (right) of the DNMT3A gene; B – р.W288Cfs*12 of the NPM1 gene (insertion type A (left) and insertion 
type B (right)); C – р.D835H (left) and р.D835Y (right) of the FLT3 gene; D – с.597_598ins48b.p. (left), с.613_614ins167b.p. (center) 

and с.612+1ins48b.p. (right) of the FLT3 gene; E – p.R132H (left), p.R132С (center) and p.R132L (right) of the IDH1 gene; 
F – p.R140Q (left) and p.R140W (right) of the IDH2 gene
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На рис. 2 представлена картина сочетанности 
мутаций в анализируемых «горячих» точках 
генов. Как видно из рисунка, 42,2 % (54/128) 
пациентов группы исследования имели те или 
иные клинически, прогностически и терапевти-
чески значимые находки.

ОБСУЖДЕНИЕ
Установлено, что без исследования молеку-

лярно-генетических характеристик ОМЛ, выпол-
ненного в сжатые сроки в дебюте заболевания, 
современное адекватное и эффективное лечение 
данного заболевания не представляется возмож-
ным. 

В ходе данного исследования впервые полу-
чена комплексная картина спектра мутаций в 
анализируемых «горячих» точках генов 
DNMT3A, IDH1, IDH2, FLT3 и NPM1 при de novo 
ОМЛ у пациентов, проживающих в г. Новосибир-
ске, что имеет большое практическое значение. 
Суммарно 29/128 (22,6 %) пациентов группы 
исследования имеют мутации в «горячих» точ-
ках генов эпигенетической регуляции генома: 
IDH1, IDH2 и DNMT3A. Эти данные подтверж-
дают важность нарушения метилирования ДНК в 
патогенезе ОМЛ. При этом у 28/54 (51,85 %) 
обследованных выявляются мутации в 2 и более 
проанализированных генах, что отражает про-
цессы накопления генетических нарушений в 
ходе эволюции опухолевого клона от этапа кло-
нального кроветворения в клинически мани-
фестный ОМЛ [21].

Установлено, что более чем в трети случаев 
заболевания (42,2 %) анализ «горячих» точек 
изучаемых генов позволяет предоставить инфор-
мацию, важную для принятия клинических 
решений. Персонифицированный подход, осно-
ванный на знании мутационного спектра лей-
коза у конкретного пациента, позволяет в боль-

DNMT3A. These data confi rm the signifi cance of DNA 
methylation abnormalities in the pathogenesis of 
AML. At the same time, mutations in 2 or more genes 
were detected in 28/54 (51,85%) patients, which 
refl ects accumulation of genetic mutations during the 
evolution of the tumor clone from the stage of clonal 
hematopoiesis to clinically manifest AML [21]. 

It was found that in more than a third of cases 
(42,2%), the analysis of the hot spots of the genes stud-
ied allows to provide important information for making 
clinical decisions. A tailored approach, based on knowl-
edge of the spectrum of mutations in a specifi c AML 
patient, allows for achieving remission in a higher per-
centage of cases, increasing its duration, and enabling 
early pre-clinical diagnosis of disease relapse.

Thus, the presence of the mutations analyzed sig-
nifi cantly infl uences the management tactics, prog-
nosis, and choice of a therapy regimen. For example, 
isolated p.W288Cfs*12 of the NPM1 gene was 
detected in 7/19 (36,8%) patients from our cohort, 
which is prognostically favorable regardless of the 
patient’s age, and shows the absence of indications 
for allogeneic hematopoietic stem cell transplanta-
tion during the fi rst complete remission. At the same 
time, co-mutations in other genes (FLT3, IDH1, and 
IDH2) occurring in the rest 12/19 (63,2%) patients 
off set the favorable prognostic value of p.W288Cfs*12 
of the NPM1 gene.

No less important is the fact that, provided the 
mutation type is accurately identifi ed, mutations can 
be used for minimal residual disease (MRD) moni-
toring in AML patients. Thus, in every seventh 
patient from the studied group, the p.W288Cfs*12 
mutation of the NPM1 gene can serve as an indepen-
dent target for the molecular assessment of MRD, 
whereas mutations in the FLT3, IDH1, and IDH2 
genes are only complementary to other markers [18].

All patients with mutations in the FLT3 gene – 
which, as it was shown in the study, accounts for 

Таблица 2. Сравнение частот мутаций в «горячих» точках анализируемых генов в собственной группе исследования 
и выборке базы данных cBioPortal for Cancer Genomics 
Table 2. Comparison of mutation rate in hot spots of genes analyzed between our study group and the sample 
from the cBioPortal for Cancer Genomics

Мутации
Mutations

Собственная выборка
Our study
(n = 128)

Выборка cBioPortal for Cancer Genomics 
cBioPortal for Cancer Genomicsʼ Sample
(n = 1567)

р

DNMT3A р.R882 12 173 0,393
NPM1 р.W288Cfs*12 19 283 0,316
FLT3-ITD 5 253 0,537
FLT3-TKD 18 91 0,371
IDH1 р.R132 7 122 0,343
IDH2 р.R140 12 154 0,905
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every fi fth AML patient from our cohort – receive 
targeted FLT3 inhibitor therapy. For these patients, 
FLT3-ITD and/or p.D835 of the FLT3 gene must 
necessarily be included in the panel of evaluated 
MRD targets, depending on the type of mutation 
identifi ed [20]. 

Currently, isocitrate dehydrogenase inhibitors, 
such as ivosidenib and enzalutamide, are not 
included in the treatment regimens for AML patients 
according to the Russian Clinical Guidelines [22]. 
However, the European LeukemiaNet Guidelines 
indicate the necessity of including mutations in the 
IDH1 and IDH2 genes into the panel of MRD action-
able targets for patients receiving therapy with these 
targeted drugs [5, 23].

CONCLUSION 
Among dozens of genes whose mutations lead to 

developing AML, some are characterized by the pres-
ence of recurrent clinically signifi cant mutations. 
These mutations infl uence the disease prognosis, 
determine treatment effi  cacy, and serve as therapeutic 
targets and as markers for MRD monitoring. As part 
of this study, a set of oligodeoxyribonucleotide prim-
ers was developed for rapid screening and subsequent 
exact identifi cation of a number of several mutations 
by direct capillary sequencing: p.R882 of the DNMT3A 
gene, p.W288Cfs*12 of the NPM1 gene, p.D835 of the 
FLT3 and FLT3-ITD genes, p.R132 of the IDH1 gene, 
and p.R140 of the IDH2 gene. The mutation rate 
obtained during the study corresponded to data on 
studies of AML patients using next-generation 
sequencing from the cBioPortal for Cancer Genomics. 
A comprehensive analysis of tumor tissue DNA from 
128 AML patients showed that in the examined group, 
42,2% of patients had some clinically, prognostically, 
and therapeutically signifi cant fi ndings. Thus, the 
study of the proposed panel of gene mutations during 
the diagnosis carrying out in specialized medical insti-
tutions may enable a tailored approach to manage-
ment of AML patients, based on knowledge of the 
spectrum of mutations of leukemia, leading to achiev-
ing remission in a higher percentage of cases, increas-
ing its duration, and facilitating early pre-clinical 
diagnosis of disease relapse.
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шем проценте случаев добиться ремиссии, увели-
чить ее продолжительность, а также проводить 
раннюю доклиническую диагностику рецидива 
заболевания. 

Так, наличие анализируемых нами мутаций 
существенно влияет на тактику ведения паци-
ента, его прогноз и выбор терапии заболевания. 
Например, в изолированном варианте мутация 
р.W288Cfs*12 гена NPM1 была выявлена у 7/19 
(36,8 %) пациентов группы исследования, что 
имеет благоприятное прогностическое значение 
вне зависимости от возраста больного и свиде-
тельствует об отсутствии показаний к выполне-
нию аллогенной трансплантации гемопоэтиче-
ских стволовых клеток в течение первой полной 
ремиссии. В то же время сочетанные мутации в 
других генах (FLT3, IDH1 и IDH2), имеющие 
место быть у оставшихся 12/19 (63,2 %) пациен-
тов, нивелируют благоприятное прогностическое 
значение р.W288Cfs*12 гена NPM1. 

Не менее важен тот факт, что при условии точ-
ной идентификации типа мутации могут исполь-
зоваться для отслеживания минимальной оста-
точной болезни (МОБ) у пациентов с ОМЛ. Так, у 
каждого седьмого пациента из группы исследо-
вания мутация р.W288Cfs*12 гена NPM1 может 
служить самостоятельной мишенью для молеку-
лярной оценки МОБ, тогда как мутации в генах 
FLT3, IDH1 и IDH2 – только в дополнение к дру-
гим маркерам [18]. 

Все пациенты с мутациями в гене FLT3, а это, 
как показало данное исследование, каждый 
пятый пациент с ОМЛ нашей выборки, получают 
терапию таргетными препаратами – ингибито-
рами FLT3. Для них в перечень оцениваемых 
мишеней МОБ обязательно должны быть вклю-
чены FLT3-ITD и/или р.D835 гена FLT3 в зависи-
мости от типа выявленной мутации [20]. 

В настоящее время ингибиторы изоцитратде-
гидрогеназ, такие как ивосидениб и энзалутамид, 
не входят в протоколы терапии пациентов с ОМЛ, 
согласно Российским клиническим рекоменда-
циям [22]. Однако рекомендации European 
LeukemiaNet свидетельствуют о необходимости 
включения в перечень оцениваемых мишеней 
МОБ мутаций в генах IDH1 и IDH2 у больных, 
получающих терапию данными таргетными пре-
паратами [5, 23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Среди десятков генов, мутации в которых 

приводят к развитию ОМЛ, часть характеризу-
ется наличием рекуррентных клинически зна-
чимых мутаций, которые влияют на прогноз 
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