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STRESZCZENIE
Ostra białaczka szpikowa (OBS) jest zróżnicowaną chorobą hematologicz-
ną. Wewnątrztandemowa duplikacja genu FLT3 (FLT3-ITD) wpływa nie-
korzystnie na rokowanie i jest wykrywana u około 25% chorych na OBS 
(we wszystkich podtypach według klasyfikacji FAB). Mutacje genu FLT3 
występują najczęściej u chorych na OBS z prawidłowym kariotypem. 
W  celu wykrycia mutacji FLT3-ITD wykorzystano reakcję łańcuchowej 
polimerazy (PCR). Badanie wykonano u 15 chorych na OBS, u 4 chorych 
wykryto mutację FLT3-ITD. 
Słowa kluczowe: ostra białaczka szpikowa, prawidłowy kariotyp, mutacja 
genu FLT3

SUMMARY
Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous hematologic disease. 
A FLT3-internal tandem duplication (FLT3-ITD) mutation imparts a parti-
cularly poor prognosis. It is found approximately in 25% of patients with 
AML (in all subtypes according to FAB classification). Mutations of FLT3 
are the most common abnormalities in AML patients with normal kary-
otypes. 
To assess the internal tandem mutation in FLT3 gene we used polymerase 
chain reaction (PCR) to screen 15 AML patients. FLT3-ITD mutation was 
detected in 4 of 15 patients with AML. 
Key words: Acute myeloid leukemia, Normal karyotype, FLT3 gene muta-
tion

Wstęp
Ostra białaczka szpikowa – OBS (acute myeloid leu-
kemia; AML) jest najczęściej spotykaną postacią 
białaczki u osób dorosłych. Występuje jako choroba 
klonalna, w  której dochodzi do nadmiernej prolife-
racji i  kumulacji niedojrzałych morfologicznie oraz 
czynnościowo komórek blastycznych [1]. Komórki te 
wywodzą się z  prekursorowej, transformowanej no-
wotworowo macierzystej komórki hematopoetycznej 
szpiku z  wyłączeniem linii limfoidalnej [1, 2]. OBS 
stanowi 75–80% przypadków ostrych białaczek u do-
rosłych, natomiast u  dzieci występuje w  około 15% 
wszystkich przypadków [3].

Niestabilności chromosomowe wykrywane pod 
postacią aberracji chromosomowych są klasycznym 
markerem wielu procesów rozrostowych wywodzących 
się z układu hematopoetycznego. Mają one kluczowe 
znaczenie nie tylko dla właściwego rozpoznania, lecz 
również dla rokowania przebiegu choroby oraz prze-
widywania odpowiedzi na stosowane leczenie. Stąd 

też niezmiernie ważne w postępowaniu diagnostycz-
nym jest wykorzystanie metod umożliwiających pozy-
skanie wiedzy adekwatnej do potrzeb klinicysty.

Klonalne aberracje chromosomowe występują 
u 60–70% chorych na OBS [4]. Dotychczas opisano 
ponad 200 strukturalnych i  liczbowych zaburzeń, 
m.in. translokacje zrównoważone i  niezrówno-
ważone, wzajemne i  niewzajemne, insercje, dele-
cje, izochromosomy oraz izolowane trisomie lub 
monosomie [5]. Częstość występowania tych zmian 
jest różna, niektóre opisano tylko w  pojedynczych 
przypadkach. Zmiany te korelują z  obrazem mor-
fologicznym i  klinicznym białaczki [6, 7]. Moleku-
larna charakterystyka zrównoważonych translo-
kacji i  inwersji, takich jak t(8;21)(q22;q22), inv(16)
(p13q22) i t(15;17)(q22;q11~21), które zostały uznane 
za zmiany klonalne, ma implikacje dla patogenezy 
różnych podtypów OBS. Dotychczasowa wiedza 
dotycząca molekularnej patogenezy OBS ze złożo-
nymi kariotypami jest niewielka. Powszechnie opi-
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sywane są duże nieprawidłowości chromosomowe: 
t(8;21), inv(16)/t(16;16), t(15;17) i rearanżacje 11q23. 
Złożone kariotypy, występujące u około 10% do 15% 
dorosłych chorych z OBS, wiąże się z wczesną fazą 
mielodysplastyczną albo uprzednią ekspozycją na 
czynniki toksyczne i  niemal niezmiennie z  nieko-
rzystnym rokowaniem [8, 9]. 

U  około 45% chorych na OBS niewielkie zmiany 
strukturalne chromosomów są niewykrywalne w stan-
dardowym badaniu cytogenetycznym, czego następ-
stwem jest prawidłowy wynik badania. Rozpoznanie 
prawidłowego kariotypu można postawić dopiero po 
dokładnej analizie co najmniej 20 metafaz komó-
rek szpiku [10]. Chorzy z prawidłowym kariotypem 
(cytogenetically normal AML; CN-AML) są klasyfiko-
wani do grupy pośredniego ryzyka razem z nosicie-
lami t(9;11) i  trisomii 8 (+8) [11]. W  tej grupie cho-
rych istotne znaczenie ma badanie genu FLT3 (locus 
13q12) kodującego kinazę tyrozynową receptora 
klasy III ( fms-like tyrosine kinase 3; FLT3).

Kinazy tyrozynowe są enzymami, które powo-
dują fosforylację białek biorących udział w przeka-
zywaniu sygnałów komórkowych. Wyróżnia się dwa 
podtypy kinaz tyrozynowych – receptorowe (receptor 

tyrosine kinases; RTKs) i niereceptorowe. Receptory 
kinaz tyrozynowych składają się z czterech domen: 
zewnątrzkomórkowej – wiążącej ligand, okołobło-
nowej i  dwóch wewnątrzkomórkowych o  aktyw-
ności kinazy tyrozynowej [12]. Receptor FLT3 jest 
obecny na powierzchni wczesnych komórek proge-
nitorowych hematopoezy [13]. Wewnątrzkomórkowa 
domena kinazowa może łączyć się z innymi recep-
torami tej rodziny, np. FMS, KIT, PDGFRA i PDG-
FRB [14]. Ligand FLT3 poprzez swój receptor FLT3 
odgrywa istotną rolę w  proliferacji i  różnicowaniu 
progenitorowych komórek hematopoetycznych, 
a  także w  patogenezie OBS [4, 15]. Autofosforyla-
cja receptora FLT3 aktywuje wewnątrzkomórkowe 
drogi sygnałowe odpowiedzialne za proliferację 
[15]. Ekspresja genu FLT3 jest hamowana podczas 
dojrzewania komórek, a  jego mutacje są obecne 
u 25% chorych na OBS (we wszystkich podtypach 
wg FAB), w tym u 35–45% chorych z prawidłowym 
kariotypem [16, 17]. W ostrej białaczce promielocy-
towej obserwuje się częstsze występowanie mutacji 
tego genu [18]. 

Wyróżnia się dwie kategorie mutacji FLT3: muta-
cje typu FLT3-Lenght Mutation (FLT3-LM) i  muta-

Tabela I. Charakterystyka kliniczna  i molekularna pacjentów z OBS 
Table I. Clinical and molecular characteristics of patients with AML

Lp, Wiek Płeć

Typ 
MLA 
wg 
FAB

Przeżycie WBC
G/l

RBC
M/μL

HGB
g/dl

HCT
%

PLT
G/l kariotyp Mutacja 

FLT3-ITD

1 28 K M-3 Tak 0,8 2,71 8,1 24,2 16,0 46,XX –

2 54 M M-1 Nie 36,50 1,96 7,5 21,7 16,0 46,XY +

3 60 K M-5 Nie 4,48 2,84 8,4 25,7 36,0

45~47,XX, 
del(15)(q13q33)[5], 

+8[3],+20[4],
-21[7],+mar[cp]/46,XX

–

4 57 M M-4 Nie 3,9 2,85 8,1 25,8 783,0 46,XY,i(7)(q10),-13, 
-15,+mar1,+mar2/46,XY –

5 76 M M-4 Tak 1,64 3,6 10,1 32,2 110,0 46,XY –

6 62 M M-4 Tak – – – – – 46,XY –

7 63 M M-4 Tak 2,76 3,04 9,8 28,0 33,0 46,XY –

8 46 K M-5 Tak 111,80 2,27 7,1 20,3 40,0 46,XX –

9 62 K M-5 Tak 409,50 3,76 11,8 38,2 27,0 47,XX,+8[3]/46,XX[27] +

10 47 M M-5 Tak 2,50 2,45 8,5 27,0 57,0 46,XY –

11 63 M M-4 Tak 0,54 2,19 7,7 21,5 177,0 46,XY –

12 40 M M-4 Tak 15,0 2,46 8,2 24,4 33,0 Brak mitoz do analizy –

13 56 M M-4 Tak – – – – – 46,XY +

14 53 M M-1 Tak – – – – – 46,XY +

15 66 K M-4 Tak – – – – – 46,XX -
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cje punktowe zmiany sensu. Mutacja FLT3-LM jest 
heterogenna i może mieć postać insercji, delecji i tzw. 
wewnątrztandemowej duplikacji (internal tandem 
duplication; FLT3-ITD). Ta ostatnia obejmuje obszar 
genu kodujący domenę okołobłonową ( juxtamem-
brane; JM). FLT3-ITD stwierdza się u 25% dorosłych 
chorych na OBS i  w  około 45% przypadków OBS 
z prawidłowym kariotypem [15]. 

Mutacja FLT3-ITD zwykle zachodzi w  obrębie 
egzonu 14 lub 15 i zazwyczaj jest rezultatem podwo-
jenia regionu obejmujacego od 3 do 400 par zasad 
(w egzonie 14 lub 15) [16].

U  chorych na OBS z  mutacjami wewnątrzko-
mórkowej domeny kinazy tyrozynowej (tyrosine 
kinase domain; FLT3-TKD) rokowanie może zale-
żeć od rodzaju mutacji punktowych (zmiany sensu) 
genu FLT3 [16]. Zazwyczaj stwierdza się je w kodo-
nie 835 (egzon 20, FLT3/D835), a skutkują zamianą 
kwasu asparaginowego na tyrozynę (D835Y). Rza-
dziej kwas asparaginowy jest podstawiany przez 
walinę (D835V), histydynę (D835H), resztę kwasu 
glutaminowego lub asparaginę (D835N). Mutacje 
punktowe mogą być obecne w kodonie 680 (egzon 
16), co powoduje wstawienie waliny zamiast ala-
niny (A680V) [12]. 

Przedstawiona praca zawiera wstępne wyniki 
badań dotyczące mutacji FLT3-ITD u  15 kolejnych 
chorych na ostrą białaczkę szpikową.

Materiał i metody 
Badaniami objęto grupę 15 chorych (5 kobiet 
i 10 mężczyzn) w wieku od 28 do 76 lat. Rozpozna-
nie OBS ustalono w oparciu o standardowe kryteria 
FAB (French-American-British).

Aspiraty szpiku kostnego od chorych z  OBS 
zostały podzielone na część do hodowli komórko-
wej i  część do izolacji DNA. Z  próbek szpiku zało-
żono 24- i  72-godzinne niestymulowane hodowle 
komórkowe (RPMI 1640 z 15% FCS; penicylina 100 
U/ml; streptomycyna 50μg/ml). Hodowle kończono 
standardowo, a  następnie wykonano odpowiednie 
wybarwienie otrzymanych chromosomów (prążki 
GTG i  RHG). Ocena cytogenetyczna w  wybranych 
przypadkach została poszerzona o technikę FISH. 

Fluorescencyjną hybrydyzację in situ (FISH) 
przeprowadzono na utrwalonych niebarwionych 
preparatach komórek szpiku. Wykorzystano sondy 
komplementarne do sekwencji unikatowych genów 
pozwalające na wykrycie t(15;17) (PML/RARα) oraz 
do sekwencji alfa satelitarnych centromerowych 
chromosomu 8 (VYSIS). Sondy znakowane były róż-
nymi fluorochromami: FITC, Rodamina, Texas Red. 
Sygnały hybrydyzacyjne oceniano w  mikroskopie 
OLYMPUS z przystawką fluorescencyjną i zestawem 
odpowiednich filtrów.

Następnie wykonano analizy molekularne 
(wykorzystując DNA izolowane [kit firma Qiagen] 
z  komórek szpiku chorych) mające na celu wykry-
cie wewnątrztandemowej duplikacji w  genie FLT3. 
W  tym celu reakcji PCR (aparat firmy Applied Bio-
system) został poddany fragment genu FLT3 obejmu-
jący 14 i 15 egzon [19]. Prawidłowa długość badanego 
odcinka wynosi 329 pz. Odcinek z wewnątrztande-
mową duplikacją jest większy i migruje w żelu wol-
niej, co jest podstawą do analizy uzyskanych wyni-
ków. W reakcji PCR zastosowano startery (Genomed) 
o następujących sekwencjach:

starter F: 5’-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’•	
starter R: 5’-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3’•	
Do reakcji PCR użyto: DNA (150 ng), buforu reak-

cyjnego (10x stężony), mieszaniny dNTP (5 mM), star-
terów F i R (100 µM), polimerazy HD (2,5 U/µl). Mie-
szaninę reakcyjną uzupełniano wodą wolną od RN-az 
i DN-az do 25 µl (Sigma). Ilość DNA oceniano metodą 
spektrofotometryczną, wykorzystując aparat Nano-
Drop (Thermo Scientific).

Warunki reakcji przedstawiały się następująco: 
denaturacja wstępna – 95°C 5 min, •	
35 cykli: 95°C 30 s, 66°C 30 s, 72°C 30 s,•	
elongacja końcowa – 72°C 5 min.•	
Powstały produkt w PCR poddano elektroforezie 

w  3,5% żelu agarozowym. Elektroforezę przeprowa-
dzano przy napięciu 7,5 V/cm przez około 60 min, 
w obecności markera wielkości (Jules firma Fermen-
tas) i próby kontrolnej (amplifikat DNA od zdrowego 
dawcy krwi). 

Wyniki
Klasyczna ocena cytogenetyczna w  badanej grupie 
pacjentów z OBS w większości przypadków wykaza-
ła brak zmian w kariotypie. Tylko w trzech przypad-
kach zaobserwowano występowanie aberracji cyto-
genetycznych w niewielkiej liczbie komórek (Tab. I). 
Natomiast dzięki technice FISH u jednego z pacjen-
tów (1) wykryto występowanie translokacji t(15;17) 
(PML/RARα).

Badania mutacji genu FLT3-ITD wykazały wystę-
powanie węwnątrztandemowej duplikacji u czterech 
pacjentów z ostrą białaczką szpikową. U wszystkich 
chorych z  mutacją zmiana dotyczyła tylko jednego 
allela. Allel z  duplikacją charakteryzował się dłuż-
szym produktem reakcji PCR niż allel prawidłowy 
o  długości 329 par zasad, co w  elektroforezie dało 
obraz dwóch prążków (Ryc 1, pacjent 2). 

Mutacje FLT3-ITD zostały wykryte u  trzech 
pacjentów z  prawidłowym kariotypem (dwóch typ 
M-1 oraz jeden typ M-4) (Tab. I). Tylko u jednej chorej 
(typ M-5) w klasycznych badaniach cytogenetycznych 
stwierdzono występowanie trisomii chromosomu 8 
oraz w badaniu molekularnym mutację FLT3-ITD.
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Omówienie 
Mutacje FLT3-ITD występują częściej u dorosłych niż 
u dzieci i są rezultatem duplikacji i  tandemowej in-
sercji małych, wielkościowo zmiennych fragmentów 
genu [4, 20, 21].

Mutacje FLT3-ITD wpływają niekorzystnie na 
rokowanie, ponieważ korelują z częstymi nawrotami 
OBS [22, 23]. Korzystniejsze rokowanie (w  grupie 
pośredniego ryzyka cytogenetycznego) mają cho-
rzy z mutacjami NMP1 i CEBPA niż z FLT3-ITD [24, 
25]. FLT3-ITD prowadzi do autoaktywacji receptora 
FLT3 mimo braku ligandu FLT3L, czego wynikiem 
jest nadekspresja FLT3, WT1 i genów homeotycznych 
(MEIS1, PBX3, HOXB3) [12, 21]. 

Badania Ozeki i  Bullingera dowiodły, że nade-
kspresja FLT3 ma również niekorzystny wpływ na 
rokowanie [26, 27].

Częstość mutacji genu FLT3 zwiększa się wraz 
z wiekiem, jednak FLT3-ITD u starszych chorych na 
OBS (powyżej 60. roku życia) ma niewielki wpływ na 
rokowanie, ze względu na obecność innych nieko-
rzystnych zmian, np. rearanżacji regionu 11q23 [17, 
21, 28].

W naszych badaniach mutację FLT3-ITD stwier-
dzono u  czterech chorych (26%). Badania wielu 
autorów wykazały, że ten rodzaj mutacji jest obecny 
u  15–35% chorych na OBS [28–31]. Peng i  wsp. 
wykazali korelację między obecnością mutacji FLT3- 
-ITD a zwiększoną liczbą leukocytów we krwi, komó-
rek blastycznych szpiku i podwyższoną aktywnością 
dehydrogenazy mleczanowej [32]. Ponadto sugerują, 
że FLT3-ITD może być niezależnym czynnikiem pro-
gnostycznym w ostrej białaczce szpikowej [32].

Wstępne wyniki badań wskazują, iż analiza 
mutacji FLT3-ITD może z  powodzeniem być prowa-

dzona dostępną w wielu laboratoriach metodą reakcji 
łańcuchowej polimerazy.
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