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 مقاله پژوهشي

 
  FLT3 ITDو  NPM1هاي  تشخيص و بررسي فراواني جهش

 لوسمي ميلوئيدي حاد  مبتلا به در بيماران
 

 4رزم ، فرزانه آتش3، دكتر كامران علي مقدم7، دكتر فرهاد ذاكر9وحيد پاژخ
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

NPM1 /نوكلئوفسمين/B23  ،بيمراران  . ال تكثيرر اسر   هاي در ح يك فسفوپروتئين با ميزان بيان بالا در سلول
AML باNPM1  هاي  شايعي داراي جهش شكلبهFLT3 ITD هدف اين تحقيق بررسي ميزان فراواني . باشند مي
در  AMLهراي   ها با زيرر ررروه   ايراني و ارتباط اين جهش AMLدر بيماران  FLT3 ITD و NPM1هاي  جهش
 . بود FABبندي  طبقه

 ها روش مواد و
بره   AMLبيمرار   939هاي مغز استخوان يا خون محيطري   نمونه. بود توصيفي مقطعي نوعمطالعه انجام شده از 

برا آاازررهراي     NPM1از ژن  سپس قطعه مورد نظرر . شدج ها استخرا آن DNAآوري و  تصادفي جمع روش
هاي اربال شده براي تاييرد   نمونه. الكتروفورز شدند CSGEبا روش  PCRمحصولات  و شد PCRاختصاصي 
هراي   براي بررسي ميزان همبستگي در وقوع هم زمران جهرش  . تعيين توالي شدند NAPM1هاي  هشحضور ج

NPM1  وFLT3 ITD از آزمون دقيق فيشر استفاده شد ، . 
 ها يافته
بيشرترين  . شناخته شردند  NPM1داراي جهش ( CI% 15 = 902/0 – 744/0،  %55/92)بيمار 939مورد از  73

هم چنين . ديده شد%M5 (04/93 )و %M4 (4/30)% ،M3 (2/79 )هاي  ب تايپها در سا ميزان وقوع اين جهش
نمونره   8بودند كه از اين تعرداد،   FLT3 ITDداراي جهش ( CI% 15 = 017/0 – 771/0،  %03/96)نمونه 79

  .بودند NPM1نمونه ديگر فاقد جهش  93و   NPM1داراي جهش 
 ينتيجه گير 

ها در زيرر   وفور اين جهش. دارند( M5  ،M4)هاي منوسيتي زير رروه فراواني بالايي در NPM1هاي ژن  جهش
ها و نيز ميزان همراهي برالا در وقروع    در همه زير رروه D، هم چنين فراواني بالاي آلل جهش يافته  M3رروه 

 (.=p 097/0)اند از نكات جالب توجه اين مطالعه،  FLT3 ITDو  NPM1هاي  هم زمان جهش
 ، ژل الكتروفورز PCRميلوئيدي حاد،  لوسمي :ات كليديكلم
 
 

 
 

 
 

 42/24/78  :تاريخ دريافت 
   77/ 28/7  :تاريخ پذيرش 

 
 ـ كارشناس ارشد هماتولوژي و بانك خون ـ دانشگاه علوم پزشكي ايران2
 22211-3276: ـ صندوق پستي كز انكوپاتولوژيو مر سلولي مولكوليدانشگاه علوم پزشكي ايران  و مركز تحقيقات هماتولوژي ـ دانشيار  PhD: ـ مؤلف مسؤول4
 دانشيار مركز تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند مغز استخوان بيمارستان شريعتي فوق تخصص خون و انكولوژي ـ  -6
 كارشناس ارشد هماتولوژي و بانك خون ـ دانشگاه علوم پزشكي ايران  -2
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  مقدمه 
ــال     ــ در س ــاخ ياه ــترش انالي ــاير گس ــولمو يزه ، يلک

 AMLص يتشـخ  يبـرا  ين و ارزشـمند ينـو  يهـا  شاخص
 ITD  :Internal)يداخل يمتوال يها فعاضت. اند فراهم اورده

tandem duplication)  در ژن FLT3 (fms–like tyrosine 

kinase-3)،  PTD(Parital tandem duplication)  در ژن
MLL (Mixed Lineage Leukemia) افته يش يان افزايب زين و

 ،(Ectopic virus integration site1)يبـردار  فـاتتور نسـخه  
سـه،  يدر مقا. (2-1)ف هستنديضع ياگه شيانگر پيب يهمگ

ــخه   ــاتتور نســـ ــش در فـــ ــردار جهـــ  CEBPA يبـــ
(CCAAT/enhancer banding protein )،    با پاسخ مطلـو

  .(3، 8) به درمان همراه بوده است
ــا روش     ــا ب ــداول تار يه ــ يپيوتايمت ــ ،ن ــت ل  چيه اخ

قابـ  مشـاهده    AMLماران يب از %25-%15در  يتروموزوم
ک در يمختلف پروگنوست ير گروه هاين زيز بيست و تماين
ک يــژنت يکردهــايبــا توجــه بــه رو ،مــارانين گــروه از بي ـا

در ( 2، 7، 9)برخوردار اسـت  ييسزاه ت بياز اهم يمولکول
تحـت   WHO يبنـد  طبقـه  درن مـوارد  ي ـحال حاضر اتثر ا

ــوان  ــ AML not otherwise characterizedعنـ  يمعرفـ
 .(22)گردند يم

ــدر مطالعــه اخ     ــاليني ري ــا ، جهــشف ژن  24اگــزون  يه
،  5q35 يت ترومـوزوم ي ـدر موقع NPM1ن يتدتننده پروتئ

با بروز گسترده در تـ    Primary AMLاز موارد  % 4/61در 
 ـيشـتر يب)AMLک ي ـمورفولوژ يهـا  ر گـروه يز در  ين فراوان

 ياديبن يها سلول ي، فقدان مارترها(کيتيمنوس يها يلوسم
ــ    ــاز مث ــوتاي، تار CD133و  CD34خونس ــيپ ي و  طبيع

ن يچنـد  .(25)ده شـده اسـت  يد يدرمان يميبه ش يده پاسخ
،  NPM1 يهـا  انـد تـه جهـش    نشـان داده  يقاتيمطالعه تحق
 ـ ي ـمعرف  مـاران  يدهنـده مسـتق  در ب   ياگه ـ شيک مـارتر پ
ــوان ــا   جـ ــدون ناهن ـ ــوه بـ ــه خصـ ــر، بـ ــا يرتـ  يهـ

 .(22)اند کيتوژنتيس
    NPM1 /نينوتلئوفسم/B23  ،زان ين با ميک فسفوپروتئي
از خـانواده   ير و عضـو يدر حال تکث يها ان بالا در سلوليب

 طبيعـي ته در حالت ت اس (NPM)نينوتلئوپ سم ينيپروتئ
 يبـالا  يفراوان .(24، 26)شود يزه ميلوتال کدر هست عمدتاًَ
و  طبيعـي پ ي ـاوتيبا تار AML در موارد NPM1 يها جهش

قـادر بـه    (NPM1c)کيتوپ سـم يس NPM1قت ته ين حقيا
هـا و   نياتصـال بـه پـروتئ    يعني خود،طبيعي ان ام عملکرد 

ده شـده تـه   ي ـن ايا يريگ ست، من ر به شک يها ن انتقال ان
ده ي ـه در پدي ـک رخـداد اول ي ـتوانـد   يم ـ NPM1جهش در 

 NPM1ئن يپـروت  ين عملکرد برايچند .(22)لوتموژنز باشد
ون يکاس ـيپلوم ديک، تنظ ـي ـنوتلئ يدهاياتصال به اس ـ شام 

-28)انـد  توصيف شـده  بوزوماليز عملکرد ريو ن سنتزوزوم
و  p53ن شام  ين پروتئيبه چند NPM1 ،نيا ع وه بر .(22
واتـنش داشـته و ان را    p53تـه بـا    ييها نين پروتئيچن هم
P19، (نوب سـتوما يرت) Rbمثـ  [تنند يم ميتنظ

ARF  و[HDM2 
 يهـا  رسـد جهـش   يلذا به نظـر م ـ . (27-45)شود يمتص  م
NPM1   توسـ    ياضـاف  يک ـيرات ژنتيي ـمن ر بـه تسـت تغ
 .(42)گردند AMLک يلوسم يها سلول
اسـت تـه    ينازين تيروزيرنده تيک گي  FLT3 ياز طرف    

 ـبن يهـا  ر سلوليات و تکثيدر ح ينقش مهم خونسـاز   يادي
 ـاتننده  فعال يها ونيان و موتاسيش بيافزا .دارد  ،رنـده ين گي

ــاتوف ــوا از ســلوليچنــد يولوژيزيدر پ  يســرطان يهــا ن ن
در  FLT3در ژن  يمتـوال  يداخل يها تضاعف. دخالت دارند

ک يسپ سـت يد يها از سندرم% 1و  AMLموارد % 45حدود 
از  يران حـات ي ـن در ايش ـيپ هاي همطالع .(44)شوند يده ميد

 ـيا AMLن مـارا يهـا در ب  ن جهشيا% 27 يفراوان ه و ب ـ يران
  .(46)است M3رگروه يخصوه ز

ژن  يهـا  زان وقـوا جهـش  يم يبررس ،قين تحقياهدف ا    
NPM1 ماران يدر بAML يهـا  جهش يزان همراهي، ميرانيا 
ــا جهــش FLT3 ITDژن  ــا ب ــاا اNPM1ژن  يه ــ، ارتب ن ي

ز ي ـو ن FAB يبنـد  در طبقـه  AML يها رگروهيها با ز جهش
 .باشد يم NPM1افته ژن ي جهش يها ال  يتوال يبررس
 

  هاروش مواد و 
به منظور . بود توصيفي مقطعي مطالعه ان ام شده از نوا    
و  يط ـيمح خون يها نمونه، NPM1 ژن  يها جهش يابيارز

بـا  ( AML)حـاد   يدي ـلوئيم يمار لوسميب262 مغز استخوان
 يبـا پراتنـدگ   يمختلف و به صورت تصـادف  يها ر گروهيز
 ـا سازمان انتقـال خـون   يمترسايتوواز مرتز فل يعيطب ران، ي
دتتـر  مارسـتان  يو ب تخت طـاووس  يولوژيشگاه پاتوبيازما
 بـررسيو  DNA ه شد تا جهت استخراجيتهتهران  يعتيشر
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 .رديمورد استفاده قرار گ يبعد
و در تعداد ( BM)مغز استخوان مذتور عمدتاًَ يها نمونه    

مبت  بود تـه  ماران يب( PB)يطياز موارد خون مح يمحدود
 .شد ياور ماران جمعياز ب ،يدرمان يميش از اغاز شيپ

ــخ     ــوارد يتش ــوژ   AMLص م ــه مورفول ــه ب ــا توج  ،يب
نـــ  توســـ  يپيمونوفنوتايا يز بررســـيـــو ن يميتوشـــيس

 يبنـد  طبقـه  يهـا  رگروهيان ام و بر اساس ز يومترتيفلوسا
 ـا DNAبه منظـور اسـتخراج   . گزارش شدند FABگروه  ن ي

 .ديتلروفرم استفاده گرد ـ فن  يروش دستاز  ،مارانيب
                                                           يهـا اغازگربـا اسـتفاده از    NPM1ژن  24سپس اگزون     

NPM1–F (5'- TTA ACT CTC TGG TGG TAG AAT  
(GAA -3'  وNPM1–R (5'- CAA GAC TAT TTG CCA 

TTC CTA AC -3') ان شده يب يقبل هاي همطالع ، چنانچه در
 PCR  ،15واتــنش  يح ــم تلـ ـ. (25)شــد PCR، بــود

 کوموليپ DNA ، 25نانوگرم  255و شام  حدود  تريکروليم
ــازگراز هــر  ــدام  dNTPs، اغ ــوليم 4/5هــر ت  1/2 ، کروم

 و  Prime Taq polymerase واحـد   MgCl2 ، 1/4مول  يليم

Reaction buffer (  ژنت بايو ـ كـره ) وddH2O ن شـد يـي تع .
 C91 ،25° قـه  يدق 1 ،شدند PCRر يها مطابق برنامه ز نمونه
 ـثان 65)ک يس . (C84° قـه  يدق C11 ،2° قـه  يدق C92 ،2° ه ي

شدن قطعه مورد  رينان از تکثياطم ي، برا PCRپس از ان ام 
، بـه همـراه   % 4ژل اگـارز   يبـر رو  PCR تنظر، محصولا

  .(42)ندمارتر مناست الکتروفورز شد
طور ته بـا رجـوا بـه اط عـات      ر شده همانيطعه تکثق    

. داشـت  bp 135معـادل   يطول ،رفت يم انتظار يبانک جهان
 1: ر قرار گرفتنديبه شک  ز CSGEها در برنامه  مونهنسپس 

. (انيلينـ  ) C31° قـه  يدق 65،  (نش ـدناچوري) C91° قه يدق
حامـ    ياحتمـال  يهـا  نمونـه  يين به منظور شناسـا يچن هم

ها به صـورت دو بـه    ، نمونه CSGEگوت در يزجهش همو
در مرحلـه  . قرار گرفتنـد  CSGEز مخلوا و در برنامه يدو ن

 615در ولتـاژ   CSGE% 25 ژل يبعد همـه محصـولات رو  
در  .(41)سـاعت الکتروفـورز شـدند    چهـار ولت به مـدت  

ر نـور  يو ز يزيام د رن يوم برومايديبا ات CSGEت ژل ينها
UV هتـرودوپلکس داده  يته تشک جهش يدارا يها نمونه  

 ـيو در نت غربـال   ،ز داشـتند يک متمـا يروفورتـد الکت ــ ه بان
 .(2شک  ) شدند

 
 
 
 
 
 
 
 
 

جهرش يافتره در ژل    NPM1داراي ژن  AMLنمونه هراي  : 9شکل 
CSGE( باندهاي مربوط بره هتررودوپلکس    .2و  6، 4در نمونه هاي

 (شود مشاهده مي
 

روش ده در ــال شــبغر ياــه نمونه PCRولات ـمحص    
CSGE ص بـه روش اسـتاندارد  يپس از تخل ـ (AccuPrep

®
 

PCR Purification Kit اغازگرهايبه همراه  (، كره ر، بايوني 
ن يـي به منظـور تع  (reverse)معكوس و( forward)جلو برنده

ن يـي روش تع. ارسـال شـدند   لابژ ـ فرانسه  به شرتت يتوال
مدل دسـتگاه مربوطـه   و  dideoxy chain termination يتوال

730XL DNA analyzer بود. 
        يهـا غازگراهـا بـا اسـتفاده از     نمونـه  ين تمـام يچن هم    

FLT3 ITD- F (5'- GCA ATT TAG GTA TGA AAG 

CCA GC- 3')  وFLT3 ITD- R (5'-CTT TCA GCA TTT 

TGA CGG CAA  CC-3') ــ، در ناح  FLT3 ،PCRه ژن ي
  يها به منظور غربال جهش ها ان PCRولات ـمحصـده و ش
 
 
 
 
 
 

 
در ژل آررارز   FLT3 ITDداراي جهرش   AMLهاي  نمونه :7شکل 
5/7% 

و بانـد فوقـاني در   ( wild typeال  ) 329bpباند انتهايي مربوا به قطعه 
است تـه بسـته    329bpتر از  مربوا به قطعه بزرگ 6و  3، 8هاي  نمونه

در ژن  (internal tandem duplications)به ميزان تکـرار متـوالي داخلـي   
FLT3 از سه تا صد ها نوتلئوتيد متغير است. 
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FLT3 ITD بــه ولـت   255در ولتــاژ % 1/4ژل اگـارز   يرو 
ت ژل بـا  ي ـدر نها .(43)الکتروفورز شدندک ساعت يدت م
ــات ــوم برومايدي ــام د رنــ ي ــو ز يزي از ان  UV ر نــوري

 .(4شک  )شد يبردار عکس
زمــان  در وقــوا هــم يگزان همبســتيــم يبررســ يبــرا    

 ياز ازمــون امــار  ، FLT3 ITDو  NPM1 يهــا جهــش
Fisher’s Exact Test استفاده شد. 

 
 يافته ها

 258/5 - 422/5)%(11/28)مـار يب262مورد از  46تعداد     
 =91 %CI) در ژن  جهش يداراNPM1    شـناخته و حضـور

ق ين تحقيج اينتا. د شدندييتأ ين توالييج تعيدر نتا ها جهش
 FAB يهـا  ر گـروه ي ـدر اتثـر ز  NPM1 يها ز وقوا جهشا

مـاران  يدر ب افـت شـده  يمورد جهـش   46از . ت دارديحکا
AML ،ک مــورد يــM0(62/2)% ،ک مــورد يــM2(62/2)% ،

، هفـت  %M3v(62/2)ک مـورد  ي ـ، %M3(2/28)چهار مورد 
ک مــورد يــ، %M5(52/26)، ســه مــورد %M4(2/65)مــورد 

M6(62/2 )%ط عات به دست امـده  و پنج مورد هم بنا به ا
Non M3 AMLs (8/42 )%يهـا  رگروهيدر ز .شدند گزارش 

M1 وM7 46ان ي ـدر م .(4جـدول )افت نشـد ي يچ جهشيه 
الـ    يمـورد دارا  22افتـه،  ي جهـش  NPM1ژن  يمار دارايب

 Dافتـه ي ال  جهـش  ي، پنج مورد دارا%A(7/35)افته ي جهش

%B(2/28 )افتـه  ي الـ  جهـش   يمار دارايو چهار ب%( 8/42)
 .(2و جدول  6شک  )بودند
 – 449/5)%(56/23)عـدد  42نمونـه،   262ن از يچن ـ هم    
594/5   =91 %CI )جهش يداراFLT3 ITD     بودنـد تـه از
 M2(14/9)% ،3مـورد   M1(83/2)%، 4مـورد   2ن تعـداد  يا

  M4مــورد  M3v(83/2)% ،1مــورد  M3(18/47)% ،2مــورد 
 %Non M3 (7/46 )مورد 1و %M6(83/2 )مورد  2، %(7/46)

جهـش   NPM1ژن  يدارا نمونـه  46از . گزارش شده بودند
بودنـد،   FLT3 ITDجهـش   يدارا%( 87/62)مـورد  7افته، ي

تنهـا   NPM1نمونه بدون جهـش در ژن   257ته از  يدرحال
ــورد 26 ــش  يدارا%( 56/24)مـ ــد FLT3 ITDجهـ  بودنـ
 .(4جدول)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

اربرال شرده داراي    AMLيمراران  نتايج تعيين تروالي در ب : 3شكل 
 NPM1جهش 

A  : توالي بيماري با آلل جهش يافتهA 
B  : توالي بيماري با آلل جهش يافتهB 
D  : توالي بيماري با آلل جهش يافتهD 

 
 NPM1ژن  97هاي ارزون  نوكلئوتيدهاي تغيير يافته در موارد جهش: 9جدول 

 
 T G C C A G A G A T C T T G A A ال  طبيعي
 A T G C C A G A C A G A G A T C Tال  جهش يافته 
 B T G C C A T G C A G A G A T C Tال  جهش يافته 
 D T G C C A G G C A G A G A T C Tال  جهش يافته 
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 ها در آن FLT3 ITDو  NPM1هاي  و فرواني جهش FABبندي  بر اساس طبقه AMLتوزيع بيماران : 7جدول 
 

 FABبندي  طبقه
 ها اد نمونهتعد

)%( 
 NPM1هاي با جهش  نمونه

)%( 

 FLT3 ITDهاي با جهش  نمونه
)%( 

NPM1 + / FLT3 + ITD 
)%( 

M0 6(4/4) 2(62/2) 5 5 

M1 9(78/3) 5 2(83/2) 5 

M2 43(72/29) 2(62/2) 4(14/9) 5 

M3 65(9/44) 2(2/28) 3(18/47) 4(41) 

M3v 2(83/5) 2(62/2) 2(83/2) 5 

M4 49(26/44) 8(2/65) 1(7/46) 6(1/68) 

M5 7(2/3) 6(52/26) 5 2(1/24) 

M6 2(83/5) 2(62/2) 2(83/2) 5 

M7 2(83/5) 5 5 5 

Non M3 46(11/28) 1(8/42) 1(7/46) 4(41) 

Total 262 46 42 7 

 
 بحث
به دلي  فراواني بالايي ته در بيمـاران   NPM1هاي جهش    

AML ــد ــاتنون .ز اهميــت هســتنديحــا ،دارن  يهــا روش ت
ژن  يها جهش يو بررس يغربالگر يبرا يمختلف و متنوع

NPM1 منوتلونــال و  يهــا يبــاد ياز جملــه اســتفاده از انتــ
 DHPLC (Denaturingروش ا ي ـ يميستوشيمونوهيروش ا

High – Performance Choromatography)  ــيف توصـ
ق حاضر با توجـه بـه ارزان و در   يدر تحق(. 25، 48)اند شده

 CSGE (Conformation – Sensitiveروش ن دسترس بـود 

Gel Electrophoresis ) ،ز ي ـو ن يت تـاف ين حساس ـيچن هم
ژن  يهـا  جهـش  يبـر غربـالگر   يمبن ـ يچ گزارشيته ه نيا

NPM1 ــتوســ  ا ــســت، از ايموجــود ن روشن ي ن روش ي
 .شداستفاده  يغربالگر
 AML يهـا  از تـ  نمونـه   فاليني و همكاران، در مطالعه    

ن تعداد يپ نرمال داشتند ته از ايوتايتار% 67 ه،مورد مطالع
مثبـت گـزارش    NPM1ژن  يهـا  ها از نظر جهش ان% 8/32

در  AMLهـا در تـ  مـوارد     ن جهشيا يتل يفراوان. شدند
 .(25)بوده است% 4/61ن مطالعه يا

هـا در   ن جهشيا يز فراوانين تيده و همكاران  هدر مطالع    
در . (47)ه اســتگــزارش شــد% AML  ،2/48تــ  مــوارد 

بـا   primary AMLمـار  يب 47از  ژان  و همكاران، قاتيتحق

بودنـد   NPM1جهـش در   يمـورد دارا  2 ،پ نرماليوتايتار
ن با  بـه دسـت   يز در اين يگريج ديالبته نتا. (49)%(6/22)

-NKدر % AML  ،6/82در تـ  مـوارد   % 9/42مث ًَ )اند امده

AML  در % 9/14ا يوNK-AML)   نشـان   يته بـه طـور تل ـ
ن جهـش،  ي ـا يدر فراوان ـ يرغم اخت فات نسب يعل دهد مي

ن جهـش در مـوارد   يار بالاتر ايبس يبر فراوان ها ههمه مطالع
AML (22، 65، 62)ت دارنديپ نرمال حکايوتايبا تار. 
مـورد از   46در  NPM1ژن  يها در مطالعه حاضر جهش    
ده شـدند تـه معـادل    ي ـش ديمـورد ازمـا   AMLنمونه  262
البتـه بـا توجـه بـه عـدم      . ماران استيت  ب% 11/28د حدو
در  يري ـگ  ـه يمـاران، نت يپ بيوتايبه اط عات تار يدسترس

پ ي ـوتايبـا تار  AMLها در مـوارد   ن جهشيا يمورد فراوان
  .ستيممکن ن يعير طبيا غينرمال 
 يبنـد  مختلـف طبقـه   يهـا  ر گـروه يدر ز ياز نظر فراوان    

FABهـا در همـه    ن جهـش يا ارانفاليني و همك ، در مطالعه
. (25)ده شـدند ي ـد M7و   M4Eo , M3ها به جـز   ر گروهيز
ن يو تمتر%M5b (78 )رگروه يمربوا به ز ين فراوانيشتريب

ورهـا  و   در مطالعـه . بـوده اسـت  %M0 (3/26 )مربوا به 
و مشـاهده   M6و  M5گـروه   ريوا بالا در زيبر ش همكاران،
 ـ ي ـتأت M3جملـه   ها من رگروهير زيدر سا چ يه ـ يد شـده ول
 هـم . (22)گـزارش نشـده اسـت    M0ر گـروه  يدر ز يمورد
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 ــي ـشتريب ،دونـر و همكـاران   ن در مطالعهيچن در  ين فراوان
 .(42)گزارش شده است M5و M4 يرگروه هايز

 , M5aماران يدر ب ها را عمدتاًَ ن جهشيا تيده و همكاران    

M2  وM5b  و به مقدار تمتر درM6 , M4Eo , M0  وM7  و
. (47)انـد  گـزارش نکـرده   M3گـروه   ري ـدر ز يچ مـورد يه

چ يز ه ـين سوزوكي و همكاران هاي هدر مطالعجالت اين كه 
افـــت نشـــده ي M3رگـــروه يدر ز NPM1مـــورد جهـــش 

 .(65)است
 ـ ،جين نتـا ي ـجالت توجه ا كاتاز ن     ن ي ـا يبـالا  يفراوان

ــر  %M3 (2/28)رگــروه يهــا در ز جهــش اســت تــه در اتث
. است ا صفر گزارش شدهين ييپا يفراوانن يشيپ هاي همطالع
 يهـا  رگـروه يها در ز ن جهشيا ين فراوانيشتريوقوا ب يول

ج يتام  بـا نتـا   يدر هماهنگ (M4 , M5% = 2/26)يتيمنوس
 .هاست ر گروهيسا يها هبه دست امده از مطالع

 ييه شناسـا ي ـن ناحي ـحال در اه ته تا ب ييها همه جهش    
 (Insertion/Deletion)شـدن   اند از نوا حذف و اضـافه  شده

تــر شــدن چهــار تــا پــنج   يــمن ــر بــه طو تــاًَيبــوده و نها
ر يي ـو تغ يه نسـبت بـه حالـت وحش ـ   ين ناحيا يدينوتلئوت

ن ينـــال پـــروتئيترم-cدر  (Frame shift)قالـــت خوانـــدن
ان ي ـاز دو بن يک ـيحـداق    هـا  لتن حايدر تمام ا. گردند يم
 (WQWRKSL) 495و  477 يهـا  گـاه يدر جا (W)پتوفانيتر

بـه   ،انـد  يضـرور  NPM1 يا ون هسـته يزاس ـيلوتال يته بـرا 
 يهـا  ال  .(47)گردند ي  ميگر تبديد يدينو اسيام يها انيبن

زان بـروز تـ    ياز م% 24و % 87ت يبترت Bو  Aافته يجهش 
افـت شـده را بـه خـود اختصـاه      يحـال  ه ب تا يها جهش
 ژن يمــار غربــال شــده دارايمــورد ب 46هــر . (64)انــد داده

NPM1  نيشــيپ هــاي هج مطالعــيافتــه، ماننــد نتــايجهــش، 
ژن  Dالـ    يوا بـالا ياز ش يج حاتينتا. گوت بودنديهتروز

NPM1  ــش ــه يجه ــاران يدر ب%( 8/42)افت ــيا AMLم  يران
 .است
 FLT3هـاي   اغلت همراه بـا جهـش   NPM1اي ه جهش    

ITD (4551)فاليني و همكاران هاي هدر مطالع. دهند رخ مي ،   

، دو برابر NPM1c+AMLدر بيماران  FLT3 ITDي ها هشج
ديــده شــدند تــه بيــانگر  NPM1c-AMLاز بيمــاران بيشــتر 

 .است NPM1و  FLT3هاي  ارتباا مکانيسمي بين جهش
ن جهـش در  يب ـ يادي ـار زيبس يدر مطالعه حاضر همراه    
تــه  يطــوره ده شــد، بــيــد FLT3 ITDو  NPM1 يهــا ژن

ــا ژن  AML  در مــوارد FLT3 ITD يهــا جهــش همــراه ب
NPM1  شـتر از مـوارد   ي، سـه برابـر ب  %(87/62)افتـه يجهش
AML  بدون جهش درNPM1 (56/24)%524/5)اند رخ داده 

p=.)  
     

 گيري نتيجه
به طور خ صه نتايج اين مطالعه حاكي از فراواني بالاي     

 AMLدر بيمـاران   FLT3 ITDو  NPM1هـاي   جهش در ژن
وفـور  . باشـد  ها مـي  د اين جهشايراني و همراهي بسيار زيا

، هم چنـين فراوانـي بـالاي     M3ها در زير گروه  اين جهش
هـا و نيـز ميـزان     در همـه زيـر گـروه    Dال  جهـش يافتـه   

به  FLT3 ITDو  NPM1هاي  همبستگي بالا در وقوا جهش
 . اند طور هم زمان از نكات جالت توجه اين مطالعه

،  CSGEس هــم چنــين روش ســاده، ارزان و در دســتر    
جهـش يافتـه    NPM1داراي ژن  AMLبراي غربـال مـوارد   
بيشـتر و   يهـا  لـزوم ان ـام مطالعـه   . رسد مناست به نظر مي

و  AMLهـا در بيمـاران    بررسي ارتباا وضعيت اين جهـش 
هــا در جمعيــت ايرانــي كــام ًَ احســاس  شــراي  بــاليني ان

 . گردد مي
 

 تشكر و قدرداني
ــدين      ــ  ب ــندگان مقال ــيله نويس ــروه  وس ــاران گ ه از همك

هماتولوژي و مركز تحقيقـات سـلولي مولكـولي دانشـكده     
پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي ايران، هـم چنـين بخـش    
ــوژي بيمارســتان شــريعتي تهــران و بخــش   خــون و انكول

ــاران  ســايتوفلو ــران و همك ــال خــون اي ــازمان انتق متري س
خـت طـاووس تشـكر و قـدرداني     ازمايشگاه پاتوبيولوژي ت

     . نمايند مي
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

6-
05

-2
8 

] 

                               6 / 9

https://bloodjournal.ir/article-1-348-en.html


 77پاييز ،  6شماره   ، 3 هدور                                                  

                                                                                                             022 

 

     References :     
1- Gilliland DG, Griffin JD. The roles of FLT3 in 

hematopoiesis and leukemia. Blood 2002; 100(5): 

1532-42. 

2- Levis M, Small D. FLT3: ITDoes matter in leukemia. 

Leukemia 2003; 17(9): 1738-52. 

3- Shiah HS, Kuo YY, Tang JL, Huang SY, Yao M, Tsay 

W, et al. Clinical and biological implications of partial 

tandem duplication of the MLL gene in acute myeloid 

leukemia without chromosomal abnormalities at 

11q23. Leukemia 2002; 16(2): 196-202. 

4- Döhner K, Tobis K, Ulrich R, Fröhling S, Benner A, 

Schlenk RF, et al. Prognostic significance of partial 

tandem duplications of the MLL gene in adult patients 

16 to 60 years old with acute myeloid leukemia and 

normal cytogenetics: a study of the Acute Myeloid 

Leukemia Study Group Ulm. J Clin Oncol 2002; 

20(15): 3254-61. 

5- Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani S, 

Erpelinck C, van Putten WL, Valk PJ, van der Poel-van 

de Luytgaarde S, Hack R, et al. High EVI1 expression 

predicts poor survival in acute myeloid leukemia: a 

study of 319 de novo AML patients. Blood 2003; 

101(3): 837-45. 

6- Preudhomme C, Sagot C, Boissel N, Cayuela JM, 

Tigaud I, Botton S, et al. Favorable prognostic 

significance of CEBPA mutations in patients with de 

novo acute myeloid leukemia: a study from the Acute 

Leukemia French Association (ALFA). Blood 2002; 

100(8): 2717-23. 

7- Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani S, 

Erpelinck C, Meijer J, van Oosterhoud S, van Putten 

WL, Valk PJ, et al. Biallelic mutations in the CEBPA 

gene and low CEBPA expression levels as prognostic 

markers in intermediate-risk AML. Hematol J 2003; 

4(1): 31-40. 

8- Fröhling S, Schlenk RF, Breitruck J, Benner A, 

Kreitmeier S, Tobis K, et al. Prognostic significance of 

activating FLT3 mutations in younger adults (16 to 60 

years) with acute myeloid leukemia and normal 

cytogenetics: a study of the AML Study Group Ulm. 

Blood 2002; 100(13): 4372-80. 

9- Fröhling S, Schlenk RF, Stolze I, Bihlmayr J, Benner 

A, Kreitmeier S, et al. CEBPA mutations in younger 

adults with acute myeloid leukemia and normal 

cytogenetics: prognostic relevance and analysis of 

cooperating mutations. J Clin Oncol 2004; 22(4): 624-

33. 

10- Falini B, Mecucci C, Tiacci E, Alcalay M, Rosati R, 

Pasqualucci L, et al. Cytoplasmic nucleophosmin in 

acute myelogenous leukemia with a normal karyotype. 

N Engl J Med 2005; 352(3): 254-66. 
11- Schnittger S, Schoch C, Kern W, Mecucci C, Tschulik 

C, Martelli MF, et al. Nucleophosmin gene mutations 

are predictors of favorable prognosis in acute 

myelogenous leukemia with a normal karyotype. Blood 

2005; 106(12): 3733–9. 

12- Chang JH, Dumbar TS, Olson MO. cDNA and deduced 

primary structure of rat protein B23, a nucleolar protein 

containing highly conserved sequences. J Biol Chem 

1988; 263(26): 12824-7. 

13- Mamrack MD, Olson MO, Busch H. Amino acid 

sequence and sites of phosphorylation in a highly 

acidic region of nucleolar nonhistone protein C23 

Biochemistry 1979; 18(15): 3381-6. 

14- Verhaak RG, Goudswaard CS, van Putten W, Bijl MA, 

Sanders MA, Hugens W, et al. Mutations in 

nucleophosmin (NPM1) in acute myeloid leukemia 

(AML): association with other gene abnormalities and 

previously established gene expression signatures and 

their favorable prognostic significance. Blood 2005; 

106(12): 3747-54. 

15- Dumbar TS, Gentry GA, Olson MO. Interaction of 

nucleolar phosphoprotein B23 with nucleic acids. 

Biochemistry 1989; 28(24): 9495-501.  

16- Tarapore P, Okuda M, Fukasawa K. A mammalian in 

vitro centriole duplication system: evidence for 

involvement of CDK2/cyclin E and nucleophosmin/ 

B23 in centrosome duplication. Cell Cycle 2002; 1(1): 

75-81. 

17- Sipos K, Olson MO. Nucleolin promotes secondary 

structure in ribosomal RNA. Biochem Biophys Res 

Commun 1991; 177(2): 673-8. 

18- Takemura M, Ohoka F, Perpelescu M, Ogawa M, 

Matsushita H, Takaba T, et al. Phosphorylation- 

dependent migration of retinoblastoma protein into the 

nucleolus triggered by binding to nucleophosmin/B23. 

Exp Cell Res 2002; 276(2): 233-41. 

19- Wu MH, Yung BY. UV stimulation of nucleophosmin/ 

B23 expression is an immediate-early gene response 

induced by damaged DNA. J Biol Chem 2002; 

277(50): 48234-40. 

20- Kurki S, Peltonen K, Latonen L, Kiviharju T, Ojala P, 

Meek D, et al. Nucleolar protein NPM interacts with 

HDM2 and protects tumor suppressor protein p53 from 

HDM2-mediated degradation. Cancer Cell 2004; 5(5): 

465-75. 

21- Grisendi S, Pandolfi PP. NPM mutations in acute 

myelogenous leukemia. N Engl J Med 2005; 352(3): 

291-2. 

22- Kiyoi H, Towatari M, Yokota S, Hamaguchi M, Ohno 

R, Saito H, et al. Internal tandem duplication of the 

FLT3 gene is a novel modality of elongation mutation 

which cause constitutive activation of the product. 

Leukemia 1998; 12(9): 1333–7. 

23- Zaker F, Mohammadi M, Kazemi A. Incidence of FLT-

3 mutations in Iranian adult patients with different 

subtypes of acute myeloid leukemia. Proceedings of the 

12th Congress of the European Hematology 

Association; 2007 June 7-10; Vienna, Austria. 
Haematologica   2007;92(2): 443. 

24- Döhner K, Schlenk RF, Habdank M, Scholl C, Rücker 

FG, Corbacioglu A, et al. Mutant nucleophosmin 

(NPM1) predicts favorable prognosis in younger adults 

with acute myeloid leukemia and normal cytogenetics: 

interaction with other gene mutations. Blood 2005; 

106(12): 3740-6. 

25- Theophilus BD, Rapley R. PCR mutation detection 

protocols. Totowa: Humana Press Inc; 2002. p. 137-50. 
26- Kiyoi H, Naoe T, Nakano Y, Yokota S, Minami S, 

Miyawaki S, et al. Prognostic Implication of FLT3 and 

N-RAS Gene Mutations in Acute Myeloid Leukemia. 

Blood 1999; 93(9): 3074-80. 

27- Roti G, Rosati R, Bonasso R, Gorello P, Diverio D, 

Martelli M, et al. Denaturing High-Performance Liquid 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

6-
05

-2
8 

] 

                               7 / 9

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Barjesteh%20van%20Waalwijk%20van%20Doorn-Khosrovani%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Erpelinck%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Meijer%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22van%20Oosterhoud%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22van%20Putten%20WL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22van%20Putten%20WL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Valk%20PJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22D%C3%B6hner%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schlenk%20RF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Habdank%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Scholl%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22R%C3%BCcker%20FG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22R%C3%BCcker%20FG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Corbacioglu%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
https://bloodjournal.ir/article-1-348-en.html


 دكتر فرهاد ذاكر و همكاران                                                                     در بيماران لوسمي ميلوئيدي حاد FLT3 ITDو  NPM1هاي  جهش

 

 022 

Chromatography A Valid Approach for Identifying 

NPM1 Mutations in Acute Myeloid Leukemia. J Mol 

Diagn 2006; 8(2): 254-9. 

28- Thiede C, Koch S, Creutzig E, Steudel C, Illmer T, 

Schaich M, et al. Prevalence and prognostic impact of 

NPM1 mutations in 1485 adult patients with acute 

myeloid leukemia (AML). Leuk Res 2007; 31(1): 109-

11. 

29- Zhang Y, Zhang M, Yang L, Xiao Z. NPM1 mutations 

in myelodysplastic syndromes and acute myeloid 

leukemia with normal karyotype. Leukemia Research 

2007; 31(1): 109-11. 

30- Suzuki T, Kiyoi H, Ozeki K, Tomita A, Yamaji S, 

Suzuki R, et al. Clinical characteristics and prognostic 

implications of NPM1 mutations in acute myeloid 

leukemia. Blood 2005; 106(8): 2854-61. 

31- Alcalay M, Tiacci E, Bergomas R, Bigerna B, 

Venturini E, Minardi SP, et al. Acute myeloid 

leukemia bearing cytoplasmic nucleophosmin 

(NPMc_AML) shows a distinct gene expression profile 

characterized by up-regulation of genes involved in 

stem cell maintenance. Blood 2005; 106(3): 899-902. 

32- Scholl S, Mügge L, Landt O, Loncarevic I, Kunert C, 

Clement J, et al. Rapid screening and sensitive 

detection of NPM1(nucleophosmin) exon 12 mutations 

in acute myeloid leukaemia. Leuk Res 2007; 31(9): 

1205-11. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

6-
05

-2
8 

] 

                               8 / 9

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Suzuki%20T%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kiyoi%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ozeki%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tomita%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Yamaji%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Suzuki%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bigerna%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Venturini%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Minardi%20SP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
https://bloodjournal.ir/article-1-348-en.html


 77پاييز ،  6شماره   ، 3 هدور                                                  

                                                                                                             022 

 

 

 

Detection and assessment of the frequency of NPM1 and FLT3 

ITD mutations in acute myeloid leukemia patients

 
 

Pazhakh V.
1
(MS), Zaker F.

1
(PhD), Ali Moghaddam K.

2
(MD), Atashrazm F.

1
(MS) 

 
 

1Cellular and Molecular Research Center, Iran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
2Hematology,Oncology and BMT Research Center, Shariati Hospital, Tehran, Iran 

 

 

Abstract 
Background and Objectives 

NPM1/Nucleophismin/B23 is a phosphoprotein with high expression in the proliferating cells. 

NPM1+AMLs are also frequently associated with FLT3 ITD mutations. The purposes of this 

study were to assess the frequency of NPM1 and FLT3 ITD mutations among Iranian AML 

patients and their correlation with FAB subtypes of AML. 

 

Materials and Methods 

Bone marrow and peripheral blood samples of 131 AML patients were randomly collected, 

and their DNA was then extracted. Afterwards, PCR was applied to the fragment of NPM1 

gene with specific primers. PCR products were electrophoresed using CSGE method. In the 

end, the positive samples were sequenced to confirm the presence of NPM1 mutations. 

Furthermore, FLT3 ITD positive cases were screened using PCR and 2.5% agarose gel 

electrophoresis.  

 

Results 

Out of 131 patients, 23 (17.55%) (CI 95% = 0.107-0.244) were known to have NPM1 gene 

mutations. The highest frequency was among the subtypes of M4 (30.4%), M3 (21.7%), and 

M5 (13%). Also, 21 samples (16.03%) (CI 95% = 0.092-0.229) had FLT3 ITD mutations with 

8 cases being NPM1 positive and other 13 NPM1 negative. 

Conclusions 

NPM1 mutations are more frequent in monocytic subtypes (M4, M5). High frequency rates of 

NPM1 in M3 subtypes and allele D mutations in all subtypes together with the high degree of 

association between occurrence of NPM1 and FLT3 ITD mutations could be considered as 

interesting findings of the study (p=0.012). 
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