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Въведение 

 

Острата миелоидна левкемия (ОМЛ) е клонално, малигнено заболяване на 

хематопоетичната тъкан, което се характеризира с пролиферация на патологични 

бласти, предимно в костния мозък и нарушено образуване на нормални кръвни 

клетки. В патогенезата на ОМЛ участват разнообразни молекулни нарушения. 

Някои намират широко приложение в клиничната практика като маркери с 

диагностична или прогностична стойност. В допълнение, наличието на тези 

молекулярни аномалии единствено в клетките от малигнената популация позволява 

мониторирането на промените в туморния обем и съответно - отчитане на 

терапевтичния отговор. Особено перспективни в тази насока са нарушения с висока 

честота на разпространение.  

Един от молекулярни маркери с клинична значимост при ОМЛ е Wilms’ tumor 

gene 1 (туморен ген на Wilms; WT1). При много пациенти с ОМЛ се наблюдава 

свръхекспресия на този ген, като се счита че нарушената функция на WT1 играе 

важна роля в патогенезата на заболяването.  
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II..  ААННААЛЛИИЗЗ  ННАА  ИИЗЗССЛЛЕЕДДВВААННИИЯЯТТАА  ППОО  ППРРООББЛЛЕЕММАА  

 

Исторически преглед 

 Max Wilms (1868-1918) е германски хирург, който е изучавал задълбочено 

бъбречните тумори в детска възраст. Той е автор на монографията - Die 

Mischgeschwülste der Niere (смесените бъбречни тумори), публикувана през 1899 

година. Нефробластомът представлява злокачествено новообразувание на бъбрека 

и се нарича още тумор на Wilms. През 1990 година, почти 100 години след 

публикуването на неговата монография, два изследователски екипа успяват да 

клонират гена, свързан със специфична мутация - делеция на хромозомната област 

11р13 (Gessler et al, 1990; Haber et al, 1990). Делециите на тази хромозомна област 

се установяват при около 10% от пациентите с нефробластом, като новооткритият 

ген е наречен Wilms tumor gene 1 (туморен ген на Вилмс; WT1). 

Структура на WT1  

WT1 е картиран върху късото рамо на 11 хромозома (11p13) и се състои от 

10 екзона (Call et al, 1990). Той е разположен от базова двойка 32,409,320 до базова 

двойка 32,457,080 върху хромозома 11. Схематично разположението на WT1 е 

представено на фиг. 1  

 

Фиг. 1 Схематично представяне на разположението на WT1 върху хромозома 11 

WT1 обхваща 50,000 нуклеотидни двойки и се състои от 10 екзона, които 

кодират синтезата на и.РНК, състояща се от 3,200 нуклеотидни двойки. N-

терминалният домейн на WT1 се състои от последователности, богати на пролин и 
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глутамин и участва във взаимодействия с множество РНК и белтъчни молекули. 

Този регион е от изключителна важност, тъй като чрез него WT1 генът 

осъществява своята транскрипционно-регулаторна функция.  

 С-терминалният домейн на WT1 се състои от четири Krüpple-подобни “zinc 

finger”- региони, които са богати на цистеин и хистидин. Чрез този домейн WT1 се 

свързва с множество таргетни ДНК последователности, както и участва във 

взаимодействия с множество РНК и белтъчни молекули.  

Получената в резултат на транскрипция и.РНК е подложена на алтернативен 

сплайсинг, при което се образуват четири сплайсингови форми (Фиг.2).  

 

 

 

Фиг.2. Схематично представяне на сплайсинговите форми на WT1. 

Първият алтернативен сплайсинг засяга целия екзон 5 и води до наличието 

или липсата на 17 аминокиселини (17aa), проксимално от първия от четирите “zinc 

finger”-региона. Вторият алтернативен сплайсинг води до инсерция на 3 

аминокиселини – лизин, треонин и серин (KTS) в 3’ края на екзон 9, между третия 

и четвъртия “zinc finger”-регион, в резултат на което се нарушава разстоянието 

помежду им и се променя специфичността на свързване между образувания wt1-

протеин и ДНК. Най-често срещаният вариант на WT1 и.РНК е този, при който са 
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налице и двете инсерции (+17 aa и + KTS), а най-рядко - този, при който липсват и 

двете инсерции (-17aa и - KTS).  

В зависимост от липсата или наличието на двете сплайс-инсерции, wt1 

протеините имат молекулни маси 52-54 кDa. При wt1(-/-) с маса от 52 kDa не се 

установява нито една от сплайс-инсерциите, докато при wt1(+/+) с молекулно тегло 

54 kDa се доказват и двете сплайс-инсерции. Wt1 протеини, съдържащи само екзон 

5 сплайс-инсерция (+17aa), се означават като wt1 (+/-), докато тези, съдържащи 

инсерцията от трите амино киселини (+ KTS) - като wt1 (-/+) (Haber et al, 1991).  

Съществуват и допълнителни функционални wt1 белтъчни изоформи, които 

се образуват чрез промяна в РНК-последователността на кодон 280, като по този 

начин левцинът се замества от пролин в белтъчната молекула (Sharma et al, 1994). 

Нова изоформа, наречена small wt1 (swt1), поради малкия си размер (35-37 

kDa) е била открита преди няколко години. При тази протеинна изофрома е налице 

втори промотер, който е разположен в първия интрон и който води до образуването 

на по-къса и.РНК. Последната кодира синтезата на swt1 протеин, при който не се 

установява репресионен домейн. Този домейн се открива обикновено в N-края на 

белтъчните молекули с нормална дължина. Експресията на sWT1 се установява 

много често в проби от пациенти, страдащи от левкемии. Тази молекула има 

изразени онкогенни свойства, тъй като активира значително по-силно определени 

таргентни гени на WT1, в сравнение с изоформите с нормална дължина на веригата 

(Hosain et al, 2006).  

Eкспресия на WT1  

 Wt1 представлява важна регулаторна молекула, която участва в клетъчния 

растеж и развитие. В хода на развитието на индивида експресията на моле кулярния 

маркер се локализира в определени тъкани. При развиващия се ембрион 

експресията на WT1 се установява предимно в урогениталната система (Menke et 

al, 1998; Rivera et al, 2005).  

 Съотношението между +KTS и –KTS изоформите в бъбречната тъкан на 

здравия фетус или при пациенти с нефробластом без наличие на мутации в WT1 е 

около 2:1 (Haber et al, 1991; Klamt et al, 1998). Двете белтъчни изоформи имат 

различен модел на разпределение в ядрото. wt1 (-KTS) изоформата се разпределя 
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дифузно, докато wt1 (+KTS) изоформата е концентрирана в определени участъци в 

ядрото (Dutton et al, 2006). Установено е, че wt1 (+KTS) се свързва предимно с 

верига на РНК, докато wt1 (+KTS) има по-голям афинитет към свързване с ДНК 

(Bor et al, 2006; Caricasole et al, 1996; Nurmemmedov et al, 2006). 

 Wt1 е транскрипционен фактор, чиято нуклеотидна последователност е 

много сходна между различните животински видове. Двете изоформи +KTS и -KTS 

се установяват както при рибите, така и при бозайниците (Kent et al, 1995; Miles et 

al, 1998; Semba et al, 1996). Съотношението между +KTS/-KTS изоформите е от 

голямо значение за правилното развитие на бъбреците и гонадите и нарушението в 

това съотношение води до нарушения в тези тъкани (Fallat et al, 2006). Различни 

мутации в „zinc-finger” региона на WT1 води до нарушено сексуално развитие и 

нарушена бъбречна функция при пациенти със синдрома на Denys-Drash (Poulat et 

al, 1993). 

 Екзон 5 (17AA) на WT1 се установява единствено при бозайниците, но 

вероятно той не е от голямо значение за нормалното сексуално развитие на 

мишките (Natoli et al, 2002). Функционалната роля на екзон 5 е неясна, но par-4 

взаимодейства с +17АА домейна, при което екзон 5 се превръща в регион с 

транскрипционна активност, което най-вероятно оказва ефект върху клетъчната 

пролиферация и преживяемост (Richard et al, 2001). Конституционалната експресия 

на +17АА изоформите потиска апоптозата в левкемичните клетъчни линии, 

третирани с цитостатици, което подсказва, че наличието на тези изоформи 

удължава левкемичната клетъчна преживяемост (Ito et al, 2006).  

 Проучванията върху модела на експресия на WT1 и.РНК в хода на 

развитието на човека, плъха и мишката подсказват, че WT1 е тъканно-специфичен 

ген с пространствена и времева вариация в нивата на експресия в хода на 

развитието. Експресията на WT1 се установява предимно в урогениталната 

система, централната нервна система и тъканите, свързани с хемопоезата, като 

костен мозък и лимфни възли, слезка, сърце, черен дроб и тимус (Menke et al, 1998; 

Scharnhorst et al, 2001; Lee & Haber, 2001). Според някои автори определени WT1 

сплайс варианти се експресират преимуществено и имат важна роля в хода на 
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развитието на ганглионните клетки в ретината и олфакторния епител (Wagner et al, 

2002; Wagner et al, 2005).  

Важната роля на wt1-протеините в хода на развитието се доказва при WT1-

knockout мишки, при които и двата алела са инактивирани (WT1-/-). При тези 

мишки се наблюдава вътрематочна смърт и средна преживяемост от около 14 дни 

in utero. Установяват се отклонения в сърдечните и мезотелни структури, както и 

липса на органогенеза на бъбреците, гонадите и слезката (Moore et al, 1999; Herzer 

et al, 1999).  

При ембрионите, които са WT1-/-, се установява по-висока степен на 

програмирана клетъчна смърт в сравнение с нормалните ембриони. Вероятно 

липсата на органогенеза зависи поне частично от повишеното ниво на апоптозата.  

 При възрастните индивиди експресията на WT1 се установява при 

подоцитите на бъбрека, Сертолиевите клетки на тестиса и епителните клетки на 

яйчниците (Scharnhorst et al, 2001; Srichai et al, 2004; Rao et al, 2006). Повишена 

експресия на WT1 се наблюдава през ранните фази на бремеността в хода на 

диференциацията на ендометриалните стромални клетки в децидуални клетки 

(Makrigiannakis et al, 2001). Експресията на WT1 се установява при малка част от 

CD34-положителните клетки-прогенитори. В хода на диференциацията на тези 

клетки се наблюдава рязко намаляване в експресията на молекулярния маркер, 

което предполага неговата роля в тяхната регулация (Frazier et al, 1995; Baird et al, 

1997; Maurer et al, 1997; Hosen et al, 2002). Само един изследователски колектив 

съобщава за експресия на WT1 при зрели кръвни клетки (Ellisen et al, 2001). 

Регулация на експресията на WT1 

 Промотерът на WT1 е богат на гуанин и цитозин. В неговата структура не се 

установат TATA и CCAAT-последователности (Hofmann et al, 1993; Gessler et al, 

1993; Fraizer et al, 1994). Проксималният промотер на WT1 е транскрипционно 

активен в няколко клетъчни линии, независимо от експресията на гена. 

Следователно тъканно-специфичната експресия на WT1 трябва да се определя от 

допълнителни регулаторни елементи (Fraizer et al, 1994). Механизмите, 

определящи тъканно-специфичната транскрипционна регулация на WT1, в голяма 

степен са неизяснени.  
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 Счита се, че еритроидният транскрипционен фактор GATA-1 участва в 

регулацията на експресията на WT1 в хематопоетичните клетки (Zhang et al, 1997; 

Siehl et al, 2003; Wu et al, 1995). Наблюдавана е корелация между нивата на PAX2 и 

експресията на WT1 при пациенти с ОМЛ (Siehl et al, 2003), което предполага, че 

PAX2 е активатор на WT1 при част от болните с това заболяване. Според някои 

научни колективи PAX2 регулира дейността на промотера на WT1 (McConnell et al, 

1997; Dehbi et al, 1996). Други транскрипционни фактори, за които се счита, че 

участват в регулацията на WT1, включват Sp1, WT1 (негативна авторегулация), 

PAX8 и NF-kB (Cohen et al, 1997; Campbell et al, 1994; Dehbi et al, 1996; Dehbi et al, 

1998). 

 Описани са две хематопоетични енхансерни последователности в 

структурата на WT1. Първата енхансерна последователност се активира от GATA-1 

и е установена в клетъчна линия K562 и при проби от пациенти с ОМЛ, при които 

се установява положителна корелация между нивата на WT1 и GATA-1 и.РНК (Wu 

et al, 1995; Furuhata et al, 2009). Тази енхансерна последователност е активна при 

клетки с еритроиден фенотип (Zhang et al, 1997). Втората енхансерна 

последователност, която е разположена между 3’-края на екзон 2 и началото на 

интрон 3, може да бъде активирана от GATA-1 и транскрипционния фактор c-Myb. 

 Транскрипцията на WT1 се осъществява посредством взаимодействие между 

р300 (хистон ацетилтрансфераза) и c-Myb, които оказват въздействие върху 

промотера и интронния енхансер на гена (Shao et al, 2005). Възможно обяснение за 

тази регулация е ацетилиране на хистоновите белтъци в тези участъци посредством 

p300, което води до транскрипция на WT1.  

Счита се, че в хода на нефрогенезата експресията на WT1 може да бъде 

контролирана посредством WT1-antisense транскрипт, комплементарен на 

нуклеотидни последователности в интрон 1 (Campbell et al, 1994; Eccles et al, 1994; 

Malik et al, 1995). 

 Транскрипционен сайленсър, който съдържа Alu повторяеми 

последователности, е разположен в третия интрон на WT1 и потиска експресията 

на WT1 в клетъчни линии с небъбречен произход (Hewitt et al, 1995). 
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Посттранслационни модификации на wt1 

 Установено е, че wt1 взаимодейства с модифицираща Е2-лигаза, убиквитин-

конюгиращ ензим 9, който понастоящем е известен като SUMO-1 E2-лигаза (Wang 

et al, 1996). Този ензим представлява убиквитин-свързан протеин, който се свързва 

ковалентно със специфични таргетни протеини, което води до промяна на тяхното 

взаимодействие с други протени, промяна в тяхната локализация и стабилност 

(Wilkinson et al, 2010). Счита се, че SUMO-1 E2-лигаза може да блокира 

убиквитинизацията и по този начин да предотврати разграждането на протеините. 

N-краят на wt1 съдържа две свързващи места за SUMO-1 E2-лигаза, като на този 

етап тяхната функция не е изяснена.  

 Фосфорилирането на С-края на wt1 ц.АМФ зависима протеин киназа А 

(ПКА) нарушава способността на wt1 да се свързва с ДНК последователности, но 

се запазва способността за свързване с РНК последователности (Sakamoto et al, 

1997; Ye et al, 1996). Фосфорилираната полипептидна верига на wt1 се открива 

само в цитоплазмата на клетката (Bellon et al, 2008). По този начин 

посттранслационните модификации на wt1 вероятно модулират функцията на WT1.  

WT1 и диференциация 

 Установено е, че заедно с инхибиране на апоптозата в хода на развитието 

експресията на WT1 спомага за диференциацията на развиващите се клетки. 

Например в хода на развитието на невроните нивото на wt1 намалява под 

действието на невронния растежен фактор (NCF). Намаленото ниво на wt1 води до 

диференциация на невроните, поради слаба активация на рецептора на 

епидермалния растежен фактор (Liu et al, 2001). 

 Друг пример е рецепторът на инсулин-подобния растежен фактор 1 (IGF1-

R), който се контролира директно от wt1. Липсата на wt1 води до постоянна 

експресия на IGF1-R, което от своя страна допринася за развитието на 

нефробластом, поради нарушената диференциация на метанефрогенната бластема в 

бъбречен епител (Roberts et al, 1996). 

 Установено е, че експресията на WT1 води до забавяне на клетъчното делене 

при примитивните хемопоетични клетки и до стимулиране на диференциацията на 
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линейно-комитираните прекурсори в миело-моноцитни клетки. По този начин 

експресията на WT1 потенцира диференциацията на някои клетки, като потиска 

клетъчното делене, което благоприятства матурацията на клетките (Svedberg et al, 

2001; Ellisen et al, 2001).  

Ефектът на WT1 върху диференциацията на левкемичните бласти се проучва 

много интензивно. Наблюдавано е, че индуцирането на диференциация в 

левкемични клетъчни линии като HL60, K562 и NB4 с помощта съответно на 

диметил сулфоксид, 12-О-тетрадеканоил-форбол-13-ацетат (ТПА) и ретиноева 

киселина, е свързано с намаляване експресията на WT1 и.РНК (Deuel et al, 1999; Gu 

et al, 2005; Phelan et al, 1994). Липсата на чувствителност на левкемичните бласти (с 

изключение на левкемичните промиелоцити) към действието на ретиноевата 

киселина може да бъде свързано с потискане на експресията на RARα от WT1 

(Goodyer et al, 1995). Съществуват обаче пациенти с ОМЛ, при които се установява 

ниска експресия на WT1 и повишена експресия на RARα. Вероятно добавянето на 

ретиноева киселина към терапевтичната схема на тези пациенти, би довело до 

подобряване на тяхната дългосрочна прогноза.   

 Експресията на WT1 в клетъчна линия U937 с произход хистиоцитен 

лимфом води до блокиране на диференциацията на клетки. Приложението на 

ретиноева киселина или витамин Д3 не води до моноцитна диференциация на 

клетъчната линия U937, при която експериментално е предизвикана експресия на 

WT1 (Svedberg et al, 1998). Предизвиканата експресия на WT1 не блокира, обаче, 

хемин- или ТПА- индуцираната диференциация на клетъчна линия К562 (Svedberg 

et al, 1999). Тези различия се дължат най-вероятно на различия в генната експресия 

между двете клетъчни линии.  

WT1 и контрол на клетъчния цикъл 

 Установено е, че експресията на WT1 може да контролира клетъчния цикъл. 

Например свръхекспресията на WT1 при миша клетъчна линия NIH 3T3 рано през 

G1-фазата, води до блокиране на клетъчния цикъл в S-фазата. Възможно обяснение 

за блокиране на клетъчния цикъл е способността на WT1 да променя експресията 

на множество гени, кодиращи синтезата на циклини и циклин-зависими кинази 
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(Kudoh et al, 1995). Освен това WT1 потиска директно транскрипцията на гена на 

циклин Е (Loeb et al, 2002).  

 Високата експресия на WT1 води до стимулиране на клетъчния цикъл и 

клетъчна пролиферация на карциномните клетки на рака на гърдата, експресиращи 

HER2 онкогена (Tuna et al, 2005). 

WT1 и апоптоза 

 Счита се, че експресията на WT1 има както стимулиращ, така и инхибиращ 

ефект върху апоптозата. Установено е, че експресията на молекулярния маркер 

оказва транскрипционен контрол върху клетъчни рецептори, като IGF-1R и 

рецептора на епидермалния растежен фактор, които модулират експресията на 

множество гени, регулиращи апоптозата, като bcl-2, bak и др. (Mayo et al, 1999; 

Morrison et al, 2005). 

 WT1 има способност да инхибира р-53 медиираната апоптоза, причинена от 

радиация, посредством свързване и функционална инактивация на р53 протеина 

(Maheswaran et al, 1995). Когато WT1 се експресира едновременно с дивия тип на 

р53 в Saos-2 клетъчна линия, с произход остеобластен остеосарком и която не 

експресира р53, се наблюдава повишение в стабилността и полуживота на р53 

(Maheswaran et al, 1995). След прилагане на UV-лъчение не настъпва р53-

медиирана апоптоза, като по този начин клетките могат да избегнат UV-

индуцирана клетъчна смърт. Протеолизата на wt1 от сериновата протеаза 

HtrA2/Omi, която се установява предимно в митохондриите на клетката, води до 

повишено ниво на апоптоза (Hartkamp et al, 2010).  

 Ектопичната експресия на WT1 в левкемични клетъчни линии потиска 

апоптозата, причинена от цитостатични вещества като етопозид и доксорубицин 

(Ito et al, 2006; Mayo et al, 1999). Установено е обаче, че само клетките, 

притежаващи WT1 +екзон 5 изоформата, са резистентни към действите на 

цитостатичните препарати. Клетъчната линия К562 с произход еритролевкемия, 

която свръхекспресира WT1, има повишена резистентност спрямо иматиниб-

индуцирана апоптоза (Svensson et al, 2007). Липсата на експресия на WT1 при 

WT1-/- мишки или третирането на някои клетки с WT1 antisense олигонуклеотиди 

води до повишени нива на апоптоза (Ito et al, 2006; Algar et al, 1996).  
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 Екзогенната експресия на WT1 в клетъчни линии MDAMB-468 и MCF-7 с 

произход карцином на млечна жлеза, както и в К562, може да активира промотора 

на c-Myc и да стимулира клетъчната пролиферация (Han et al, 2004). 

Продължителната експресия на WT1 в G401 клетъчна линия с произход рабдоиден 

тумор води до повишена ендогенна синтеза на bcl-2 протеина (Mayo et al, 1999).  

 Съществуват и множество данни, които показват, че експресията на WT1 

води до активиране на проапоптотичните процеси. Например експресията на WT1 

води до повишаване на апоптозата при множество клетъчни линииq като Hep2B, 

U2OS и Saos-2 (Englert et al, 1995; Menke et al, 1997). В клетъчни линии HeLa с 

произход епителиален карцином експресията на WT1 води до потискане на 

промотора на c-Myc (Hewitt et al, 1995) и стимулиране на апоптотични процеси. 

Друг важен пример е анти-апоптотичния ген bcl-2. Преходната ко-трансфекция на 

WT1 и промотора на Bcl-2 в клетъчни линии DHL-4 с произход фоликуларен 

лимфом и HeLa води до потискане на промотора на Bcl-2 (Heckman et al, 1997). 

Представените данни показват сложността на ролята и функцията на WT1 в 

регулацията на диференциацията, клетъчното делене и апоптозата. Някои данни 

показват WT1 като тумор-супресорен ген, който потиска появата на неопластични 

процеси, докато други данни доказват неговата роля като онкоген с потенциал да 

стимулира клетките към пролиферация, като по този начин повишава риска от 

малигнена трансформация.  

Таргетни гени на WT1  

 Установено е, че WT1 е мощен транскрипционен регулатор, поради 

наличието на четири “zinc finger”- региона в C-терминалния домейн на гена. Сред 

таргетите на WT1 са множество гени, необходими за клетъчния растеж и 

метаболизъм. WT1 регулира функцията на компоненти на извънклетъчния матрикс, 

растежни фактори и други транскрипционни фактори (табл. 1).  

 Посредством трансфекция е установено, че WT1 може да активира или да 

потиска експресията на специфични таргетни гени. Действието на WT1 като 

активатор или супресор зависи от нивото на неговата експресия, изоформата на 

WT1 (+KTS или –KTS), както и от клетъчната линия, в която се провежда 

експериментът (Reddy et al, 1995; Wang et al, 1995; Laity et al, 2000).  
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 WT1 притежава сходни нуклеотидни последователности с тези на EGR1 

гена и разпознава еднакви ДНК-свързващи нуклеотидни консенсусни 

последователности (Cao et al, 1990; Pavletich et al, 1991). Други идентифицирани 

ДНК-свързващи консенсусни последователности включват богати на TC 

последователности, които често се откриват в промотерите на различни гени, 

свързани с клетъчния растеж. Нуклеотидната последователност 5´-GCGTGGGAGT-

3´ се класифицира като свързваща последователност с висок афинитет и се нарича 

WTE (Nakagama et al, 1995). 
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Табл.1 Транскрипционни ефекти на WT1 върху някои таргетни молекули 

Таргет Ефект Изследователски колектив 

Растежни фактори   

Амфирегулин Активиране Lee et al, 1999 

Колонио-стимулиращ 

фактор-1 

Потискане Harrington et al, 1993 

Инсулин растежен 

фактор II 

Активиране/ 

Потискане 

Nichols et al, 1995; Ward et al, 1995; 

Drummond et al, 1992 

Тромбоцитен растежен 

фактор 

Потискане/ 

Активиране 

Wang et al, 1993; Wang et al, 1992; 

Gashler et al, 1992 

Еритропоетин Активиране Dame et al, 2006 

Рецептори   

Рецептор за андрогени Потискане Zaia et al, 2001 

Рецептор за 

епидермален растежен 

фактор 

Потискане Menke et al, 1997; Englert et al, 1995 

Рецептор за инсулин Потискане Menke et al, 1997; Webster et al, 1997 

Рецептор алфа за 

ретиноева киселина 

Потискане Goodyer et al, 1995 

Транскрипционни фактори   

c-Myc Активиране/ 

Потискане 

Han et al, 2004; Hewitt et al, 1995;  

Udtha et al, 2003 

c-Myb Потискане McCann et al, 1995 

Циклин Е Потискане Loeb et al, 2002 

Ензими   

Орнитин декарбоксилаза  Потискане Li et al, 1999; Moshier et al, 1996 

Други   

Е-кадхерин Активиране Hosono et al, 2000 

Тромбоспондин 1 Потискане Dejong et al, 1999 

Синдекан 1 Активиране Cook et al, 1996 

Wnt-4 Активиране Sim et al, 2002 

Bcl-2 Активиране/ 

Потискане 

Hewitt et al, 1995; Heckman et al, 1997; 

Mayo et al, 1999 
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 Интерес представлява взаимодействието между WT1 и mdr1 протеина. 

Наличието на множествена лекарствена резистентност е една от основните 

причини за неуспех при лечението на малигнените заболявания (Thottassery et 

al,1997). Смята се, че появата й до голяма степен се определя от функцията на 

MDR1, кодиращ синтез на мембранен транспортен гликопротеин (P-gp 170), който 

представлява ксенобиотична помпа с широк спектър на субстратите си. 

Експресията на този “ATP-Binding Cassette”- мембранен транспортер е отговорна за 

експортирането на цитотоксични лекарства с различна химична структура – напр. 

антрациклини, платинови комплекс, винка-алкалоиди и др. (Фиг. 3). 

 

Фиг. 3. Схематично представяне структурата на MDR1  

MDR1 (gp170) се локализира в 7-ма хромозома. Протеинът като хомодимер 

образува канал за експорт на ксенобиотици, съставен от 12 хидрофобни мембранни 

домена и 2 хидрофилни вътреклетъчни домена за свързване на АТФ. 

Представлява филогенетично стар механизъм за детоксикация, поради 

наличната хомология с подобни протеини при бактериите. Отличава се с малка 
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субстратна специфичност. Среща се в тъкани със засилен метаболизъм на 

ксенобиотици и такива със специфични предпазни функции: проксимални тубули в 

бъбреците, епител на жлъчните пътища, чревна лигавица, кръвоносни съдове на 

кръвно-мозъчната бариера. 

Високата експресия на MDR1 върви паралелно с експресията на CD34 при 

хемопоетичните стволови клетки и това вероятно е физиологичен феномен за 

предпазване на столово-клетъчната популация. 

Според Galimberti et al. (2004), wt1 взаимодейства in vitro с промотора на 

MDR1, поради което при пациенти с висока експресия на WT1 се установява и 

висока експресия на MDR1. Едновременната експресия на WT1 и MDR1 не 

повлиява статистически значимо постигането на пълна ремисия при ОМЛ. Все пак 

при наличие на данни за индукция на MDR1 е целесъобразно разширяването на 

полихимиотерапевтичната схема с цитостатици, които не са субстрат на този ABC-

транспортер. 

Протеинни партньори на WT1  

 Част от таргетните гени на WT1 кодират синтезата на протеини, 

функциониращи като партньори на WT1, които имат способност да повишават или 

понижават транскрипционната активност на WT1. Например транскрипционният 

фактор SRY, който играе роля в процесите на половото определяне, се активира 

транскрипционно от WT1. Протеинът SRY, заедно със стероидогенния фактор 1 

(SF-1), взамодействат с wt1 и играят важна роля в процесите на полова 

диференциация (Matsuzawa-Watanabe et al, 2003; Nachtigal et al, 1998).  

 Друг важен протеинен синергизъм е директното взаимодействие между wt1 

и ко-активатора на CREB-свързващия белтък, който улеснява и модулира 

трансактивацията на wt1 и вероятно допринася за протеинното взаимодействие 

между wt1 и тумор-супресорния ген р53 (Maheswaran et al, 1995; Maheswaran et al, 

1993). 

 Известно е, че само един протеин простатно-апоптотичен фактор 4 (Par-4) 

взаимодейства с 17-те аминокиселини, разположени в N-края на wt1. Par-4 

функционира като транскрипционен ко-активатор, когато е свързан с wt1 домейна, 

съдържащ 17-те аминокиселини (Richard et al, 2001). Par-4 протеинът може и да 
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потиска транскрипционната активност на WT1. Потискането на WT1-медиирана 

транскрипция е в пряка зависимост от участъка на Par-4, който се свързва с 

нуклеотидната верига на WT1 (Johnstone et al, 1996).  

 При друг експериментален модел е установено, че въвеждането на wt1 +/-, 

не wt1 -/-, в клетъчна линия с произход човешки ембрионален бъбрек, може да 

предпази клетките от настъпването на клетъчна смърт, вследствие на UV-лъчение 

или действие на етопозид. Изследователите предполагат, че това се дължи на 

взаимодействието между Par-4 и 17 аминокиселинна последователност в 

структурата на wt1-изоформата, тъй като се наблюдава повишена експресия на   

Par-4 в третираните клетки.  

 Установено е, че нивото на Par-4 е високо при нормалните CD34 

положителни клетки, докато при левкемичните бласти, експресиращи WT1, то е 

ниско или липсва (Valk et al, 2004). Това отчасти може да обясни оцеляването на 

левкемичните бласти в условията на висока експресия на WT1. 

WT1 като тумор-супресорен ген 

WT1 е открит първоначално като тумор-супресорен ген при деца, страдащи 

от тумора на Wilms. Това бъбречно неопластично заболяване засяга 1:10000 деца. 

Мутациите на WT1, свързани с тумора на Wilms, се откриват предимно в 

спорадичната форма на заболяването с относително ниска честота (~15%) – Little et 

al, 1997. Тези генетични дефекти представляват големи делеции и вътрегенни 

мутации (с честота 10% и 5%, съответно от всички случаи). По-голямата част от 

болните, страдащи от тумора на Wilms, експресират дивия тип на WT1 (Rivera et al, 

2005). Тези данни предполагат, че мутациите в WT1 имат значение само при малка 

част от болните с това заболяване. Все още не е установено дали постоянната 

експресия на дивия тип на WT1 има значение към развитието на туморното 

заболяване или просто отразява туморната онтогенеза.  

Способността на WT1 да потиска клетъчния растеж у мишки също 

подчертава ролята му като тумор-супресорен ген (Smith et al, 2000; Fraizer et al, 

2004; Luo et al, 1995). Например ектопичната експресия на WT1 в клетъчна линия 

RM1 с произход простатен карцином води до намален брой колонии в клетъчни 

култури (Haber et al, 1993). Въвеждането на wt1 -/+ изоформи в клетъчна линия 
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G401, която не еспресира ендогенен WT1, води до промяна в клетъчната 

морфология и намалява образуването на туморна тъкан в атимични голи мишки 

(McMaster et al, 1995). Експресията на WT1 в клетъчни линии Saos-2 and U20S с 

произход остеосарком може да промени сигналните пътища и да предизвика 

апоптоза (Menke et al, 1997; Englert et al, 1995).  

Най-вероятно WT1 може директно да регулира апоптотичните сигнални 

пътища посредством активиране експресията на проапоптотичните гени като BAK 

(Morrison et al, 2005). Експресията на WT1 също така може да доведе до потискане 

на синтезата на рецепторите за растежните фактори, като рецептора за 

епидермалния растежен фактор и този за инсулина, като по този начин се индуцира 

клетъчна смърт (Menke et al, 1997).  

WT1 като потенциален онкоген  

 В последните години проучванията на действието на wt1 върху различни 

малигнени клетки са довели до установяване на потенциалната роля на WT1 като 

онкоген. Вероятно WT1 участва активно в процесите на карциногенетазата. Като 

доказателство за това са наблюденията за свръхекспресия на WT1 при множество 

малигнени заболявания от хематологичен и нехематологичен произход (табл. 2). 

Табл.2 Експресия на WT1 при хематологични и нехематологични заболявания 

Тумор Метод на 

изследване 

Изследователски екип 

Астроцитни тумори RT-PCR, ИХХ Oji et al, 2004 

Белодробен карцином Q-RT-PCR, ИХХ Oji et al, 2002 

Дуктален панкреасен 

аденокарцином  

ИХХ, блот Oji et al, 2003 

Колоректален аденокарцином Q-RT-PCR Oji et al, 2003 

Костни и мекотъканни саркоми Q-RT-PCR, ИХХ Ueda et al, 2003 

Левкемии RT-PCR, блот Miwa et al, 1992;  

Menssen et al, 1995 

Мозъчни тумори ИХХ Nakatsuka et al, 2006 

Невробластоми RT-PCR, секвениране Dennis et al, 2002 

Серозни овариални карциноми ИХХ Waldstrom et al, 2005;  

Рак на гърдата RT-PCR, блот Loeb et al, 2001 
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STAT3, един от протеновите партньори на WT1, играе важна роля в 

процесите на клетъчна пролиферация. WT1 повишава транскрипционната 

активност на STAT3 в клетъчните линии, което е доказано при първични 

нефробластоми. Повишената клетъчна пролиферация вероятно допринася за 

карциногенезата (Rong et al, 2006).  

WT1 също така оказва транскрипционна регулация във функцията на 

множество растежни фактори и техните рецептори, като по този начин участва в 

процесите на клетъчна пролиферация и диференциация.  

Високите нива на WT1 в тъкани, които нормално не експресират този 

маркер, са доказателство за онкогенната му функция. Променената клетъчна 

локализация на WT1, от ядрото в цитоплазмата, вероятно отразява онкогенния му 

потенциал.  

Експресия на WT1 в хемопоетични прогенитори от здрави индивиди 

Експресията на WT1 в костния мозък на здрави индивиди се установява в 

изключително ниски нива. Предполага се, че ниските нива на WT1 в нормалните 

прогениторни клетки се дължат на факта, че само определени субпопулации от тях 

експресират този ген. Това предположение е изказано от Baird и Simmons (1997), 

които откриват, че експресията на WT1 се установява при хематопоетични 

прогениторни клетки с фенотип CD34+/CD38-, като нивата на експресия между тези 

прогениторни клетки и левкемичните бласти са съизмерими (Hosen N et al, 2002).  

Inoue et al. (1997) с помощта на количествен RT-PCR показват, че експресията 

на WT1 при CD34+-хемопоетични прогениторни клетки е около 10 пъти по-малка 

от тази, при левкемичните бласти. По-високи нива на експресия на WT1 при 

левкемични клетки са установени и от други автори (Maurer U et al, 1997; Baird et 

al, 1997, Fraizer et al, 1995).  

За да се установи действието на WT1 върху тези клетъчни популации, са 

проведени множество експериментални изследвания. Генетичното отстраняване на 

WT1 в мишките води до летален изход още в ембрионалния стадий, който обач е не 

се дължи на хематопоетичен дефект. Установено е също така, че фетални 

хепатоцити от WT1 дефицитни животни могат да възстановят кръвотворната 
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система на облъчени възрастни мишки. Това показва, че тези клетки са способни да 

пролиферират и да се диференцират (Alberta et al, 2003; King-Underwood et al, 

2005). Според Alberta et al, 2003, WT1 играе важна роля в самообновяването на 

ранните хемопоетични клетки при мишките. Тези данни се потвърждават от Nishida 

et al, 2006, които предизвикват експресия на WT1 в хематопоетични прогениторни 

клетки на мишки. Това води до повишен костно-мозъчен целуларитет и повишен 

брой на BFU-E, CFU-GM and CFU-GEMM, като образуването на зрели клетки е 

нормално при тези мишки. При тези мишки не се наблюдавало появата на 

спонтанна левкемия. Мишките развивали левкемия, когато били инфектирани с 

вирус, носител на AML1-ETO. Авторите заключават, че при този експериментален 

модел експресията на WT1 служи за поддръжане на самообновяването на клетките, 

докато наличието на “second hit – втори удар” блокира диференциацията на 

клетките, което води до развитие на левкемия.  

Счита се, че WT1 представлява тумор-супресорен ген, когато той се 

експресира в хематопоетичните клетки на човека. Свръхекспресията на WT1 в 

костния мозък води до спиране на клетъчния растеж и намалено образуване на 

клетъчни колонии (Ellisen et al, 2001; Svedberg et al, 2001). Това се дължи на 

неговите „zinc-finger” региони, тъй като делецията на „zinc-finger” участъците 

премахва този ефект на WT1 (Svensson et al, 2005).  

Очевидно е, че експресията на WT1 не е строго-специфична по отношение на 

малигнено-трансформираните левкемични клетки, а е част от фенотипа на някои 

нормални хемопоетични прекурсори. Поради това може да се заключи, че клинична 

значимост би имало динамичното проследяване на нивата на експресия при 

отделния пациент. 

Експресия на WT1 при възрастни пациенти с остри левкемии 

За пръв път участието на WT1 в патогенезата на левкемиите е установено от 

Call et al, 1990. В първите разработки, при които е бил прилаган Northern blot за 

детекция на РНК, специфична за WT1, се съобщава, че 14-68% от левкемичните 

клетки експресират WT1 в повишена степен. При използването на по-чувствителни 

методи, каквато е качествената обратно транскрипционна полимеразна верижна 

реакция (RT-PCR), свръхекспресия на WT1 се наблюдава към момента на 



Проучвания върху клинико-биологичната значимост на WT при пациенти с ОМЛ 

Страница 26 от 120 

диагнозата в 73-100% от болните с ОМЛ. При рецидив свръхекспресия се отчита 

при 88% от болните. С помощта на количествена “real-time” RT-PCR почти всички 

случаи на остра левкемия при възрастни индивиди показват експресия на WT1 

(Kreuzer et al, 2001).  

Отсъствието на експресия на WT1 при хронична лимфоцитна левкемия, 

космато-клетъчната левкемия и плазматично-клетъчна левкемия води до 

предположението, че експресията на WT1 се наблюдава предимно при 

хематологични неоплазии с ниска степен на диференциация. За по-рядка честота 

или по-ниско ниво на WT1 експресия при ОМЛ M5-M7 по French-American-British 

(FAB) класификация се съобщава в повечето, но не във всички досега проведени 

проучвания (Schmid et al, 1997; Bergmann et al, 1997; Menssen et al,1995). Чрез 

поточно-цитометрично изследване е установена по-висока експресия на Wt1 при 

по-диференцирани бласти- CD34(-), CD33(+). Корелацията между експресията на 

WT1 и CD33 при хемопоетични клетки е установена от Miyagi et al (1993). Тези 

данни подкрепят идеята, че съществува обратна зависимост между експресията на 

WT1 и клетъчната диференциация. Освен това е установено, че експресията на 

WT1 е по-висока при ОМЛ в сравнение с острата лимфобластна левкемия (ОЛЛ).  

WT 1 като тумор-супресорен ген при пациенти с ОМЛ  

 Функцията на WT1 като тумор-супресорен ген при ОМЛ се подкрепя от 

следните наблюдения. Според King-Underwood L, et al, 1996 при 10-15% (4/36) от 

пациентите с ОМЛ се установяват мутации в нуклеотидната последователност на 

WT1. Тези мутации представляват най-често нуклеотидни инсерции в екзон 5 или 

7, водещи до образуването на къса или променена полипептидна верига. В това 

проучване, обаче, не се отбелязва експресията на WT1 или Wt1 в левкемичните 

бласти, съдържащи тези мутации. Засега не е известно дали тези мутации 

допринасят за развитието на заболяването.  

 При по-диференцираните форми на ОМЛ се наблюдава много ниска 

експресия на WT1. Valk et al, 2004 изследват проби от 285 пациенти с ОМЛ 

посредством микрочипове. Те установяват много ниска или липсваща експресия на 

WT1 при някои подгрупи пациенти. Това може да се обясни посредством 

инхибиращия ефект на WT1 върху клетъчния растеж. Например когато WT1 KTS 
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(+) изоформата се експресира в WT1-отрицателна левкемична клетъчна линия – М1 

и когато тези клетки бъдат инжектирани в кръвта на имунокомпроментирани 

мишки, се наблюдава намалено образуване на туморни клетки (Smith et al, 2000).  

WT 1 като онкоген при пациенти с ОМЛ  

 Експресията на WT1 се установява в значително по-висока степен в костния 

мозък или периферната кръв на пациентите с остри левкемии в сравнение с 

клетките на костния мозък или хематопоетичните стволови клетки на здрави 

индивиди. Експресията на WT1 варира между различните видове и форми 

левкемии. При хроничната миелоидна левкемия, по време на хроничната фаза 

нивата на WT1 експресия са ниски. Експресията на WT1 се повишава, когато 

заболяването прогресира в акселериралата фаза или фазата на бластна криза. 

Повишена експресия на WT1 може да бъде установена при пациенти с остра 

лимфобластна или остра миелоидна левкемия. Експресията на WT1 се установява 

при около 74% от пациентите с ОМЛ и при 66% от пациентите с ОЛЛ (Miyagi et al, 

1993; Miwa et al, 1992; Menssen et al, 1995; Ostergaard et al, 2004; Brieger et al, 1994; 

Schmid et al, 1997; Chiusa et al, 2006). Високи нива на експресия на WT1 са 

установени при различни форми на МДС (Tamaki et al, 1999). При пациенти с МДС 

повишената експресия на WT1 е свързана с по-висок брой бласти и предвещава по-

ранна прогресия на МДС в ОМЛ.  

Мутации в WT1 при пациенти с ОМЛ  

 При пациенти с ОМЛ се установява както свръхекспресия на WT1, така и 

мутации в неговата генетична структура. Честотата на мутациите в WT1 при 

пациенти с ОМЛ са около 15%, като тези генетични аномалии водят до 

резистентност към прилаганата полихимиотерапия, по-кратка OS и DFS (King-

Underwood L, Pritchard-Jones K, 1998). Според други автори честотата на WT1-

мутациите при Пациенти с нормален кариотип е около 10% (Summers et al, 2007; 

Paschka et al, 2008; Virappane et al, 2008). WT1-мутациите не се установяват при 

пациенти с благоприятни цитогенетични аномалии, като t(15;17)(q22;q12), 

t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13q22) или t(16;16)(p13;q22), които имат относително 

добра прогноза (Abbas et al, 2010). До този момент не са установени синергични 

взаимодействия между WT1-мутациите и други молекулярни маркери с 
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прогностично значение при пациенти с ОМЛ, като нуклеофосмин 1 (NPM1), 

CEBPA или MLL. Пациенти с WT1-мутации имат агресивен ход на заболяването, 

повишен риск от рецидив и настъпване на смърт (Owen et al, 2010). WT1-мутациите 

при пациенти с ОМЛ и нормален кариотип имат независима неблагоприятна 

прогностична стойност, тъй като при тези болни се постига по-рядко 

хематологична и цитогенетична ремисия и се наблюдава по-често резистентност 

към приложената полихимиотерапия. При част от пациентите с нормален кариотип 

се установило едновременно наличие на WT1-мутации и FLT3-ITD, което довело 

до неблагоприятен клиничен ход на заболяването при тези болни (Gaidzik et al, 

2009). При деца с ОМЛ, честотата на WT1 мутациите е около 12%, докато при тези 

с нормален кариотип – 22% (Hollink et al, 2009). Най-често мутациите в WT1 

представляват делеции и инсерции, което води до образуването на трункиран 

белтък, губещ способността си да се свързва с ДНК-последователности (Virappane 

et al, 2008; Hollink et al, 2009). Мутациите най-често са локализирани в екзони 7 и 9.  

Клинична значимост на WT1 при пациенти с ОМЛ 

Някои данни показват, че повишената експресия на WT1 при пациенти с ОМЛ 

след стандартна химиотерапия би могла да бъде неблагоприятен прогностичен 

маркер.  

Bergmann et al, 1997 изследват експресията на WT1 при 139 пациенти с ОМЛ 

под 60-годишна възраст, при които е проведена стандартна ПХТ. Вероятността за 

3-годишна OS при Пациенти с ниска експресия на WT1 е била 59%, докато при 

Пациенти с висока експресия на молекулярния маркер е била 21%. Тези данни са в 

противоречие с данните, установени от Schmid et al, 1997, според които липсва 

статистически значима корелация между нивото на Експресията на WT1 и DFS или 

честотата на постигане на пълна ремисия. Различията в данните на двата 

изследователски екипа вероятно се дължат на различия в методологията на 

измерване нивото на WT1 експресията, пациентските популации, както и вида и 

интензивността на прилаганата ПХТ.  

Karakas et al, 2002 изследват едновременната експресия на WT1, заедно с тази 

на протоонкогена bcl-2, като прогностични маркери при пациенти с ОМЛ. При 

пациенти под 60-годишна възраст, лекувани със стандартна ПХТ високата 
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експресия на WT1 и bcl-2 води до кратка OS и висока честота на рецидив. При 

пациенти над 60-годишна възраст, тези маркери нямат такава прогностична 

стойност. Тези наблюдения се дължат най-вероятно на различната биология на 

ОМЛ при възрастните пациенти, както и на прилагането на по-слабо интензивна 

ПХТ при тази група болни. Karakas et al, 2002 установяват статистически значима 

корелация между експресията на двата молекулярни маркера, потвърждавайки 

наблюденията, че експресията на WT1 води до повишаване на експресията на bcl-2 

(Mayo et al, 1999). Наблюдават се случаи, при които експресията на WT1 е висока, 

докато тази на bcl-2 е ниска, или обратно. Това предполага, че в някои случаи 

високата експресия на WT1 и bcl-2 са свързани, докато в други случаи са 

независими събития. 

Според други автори с по-голямо прогностично значение е динамиката в 

експресията на WT1 след приложена индукционна химиотерапия (иХТ). В 

подкрепа на това становище са и данните на Ostergaard et al. (2004), че след 

проведена иХТ хематологичен рецидив настъпва при около 25% от пациентите, при 

които е постигнато понижение на WT1 експресията с повече от 100 пъти, докато 

рецидив се наблюдава при 86% от пациентите, при които намалението на 

експресията на WT1 е по-малко от 100 пъти.  
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От изложените литературни данни се очертават няколко групи нерешени и 

спорни проблеми, чието изследване би имало значение при болните с ОМЛ. Това е 

особено важно за нашата страна, където все още липсват системни проучвания 

върху експресията на този молекулярен маркер.  

 Какво е разпространението на WT1 при болни с ОМЛ и какво е 

прогностичното значение на високата експресия на този молекулярен маркер 

при отделните болни? 

 

 По какъв терапевтичен начин може да се повлияе оптимално 

експресията на WT1? 

 

 Какво е взаимодействието на WT1 с други ключови молекулярни маркери 

от различни сигнални пътища и какво е тяхното комбинирано прогностично 

значение при пациентите с ОМЛ? 

 

 Дали WT1 оказва въздействие като тумор-супресорен ген или като 

онкоген? 
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IIII..  ЦЦЕЕЛЛ  ИИ  ЗЗААДДААЧЧИИ  

 

Цел 

Целта на настоящия дисертационен труд е да се проучи клинико-

биологичната значимост на експресия на туморния ген на Wilms (WT1) при 

пациенти с de novo остра миелоидна левкемия и да се определи неговото 

прогностично значение. 

 

 

Задачи 

1. Да се проучи експресията на WT1 и wt1 при пациенти с de novo остра 

миелоидна левкемия към момента на диагнозата.  

2. Да се проучат клинико-лабораторни характеристики на пациенти с de novo 

остра миелоидна левкемия в зависимост от експресията на WT1. 

3. Да се проучат корелациите между експресията на WT1 и други ключови 

биомаркери при пациенти с de novo остра миелоидна левкемия. 

4. Да се проучи значението на експресията на WT1 и на изследваните 

молекулярни маркери за терапевтичния отговор и продължителността на 

свободната от болест и обща преживяемост при пациенти с de novo остра 

миелоидна левкемия.  

5. Да се определи независимата прогностична стойност на изследваните към 

момента на диагнозата биомаркери при пациенти с de novo остра миелоидна 

левкемия.  
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IIIIII..  ММААТТЕЕРРИИААЛЛИИ  ИИ  ММЕЕТТООДДИИ  

 

ХАРАКТЕРИСТИКИ НА ПАЦИЕНТИТЕ: 

 В настоящото проучване са включени 110 (сто и десет) пациенти с de novo 

ОМЛ. Пациентите са диагностицирани и лекувани в НСБАЛХЗ – София в периода 

между м.октомври 2003 и м.септември 2010 година. Заболяването е 

диагностицирано съгласно критериите на класификационните системи на 

работните групи на ФАБ (Bennett et al, 1976; Bennett et al, 1985) и СЗО – Jaffe et al, 

2001. Пациенти с първична или вторична остра промиелоцитна левкемия са 

изключени от това проучване и са лекувани по протокол PETHEMA LPA99 (Sanz et 

al, 2008). 

 Основните характеристики на пациентите са обобщени в табл. 3. 

Табл. 3 Характеристики на пациентите с ОМЛ, включени в настоящото проучване 

Пациенти  

Възраст - години  
Медиана (Обхват) 

 
51 (19-76) 

Пол – брой пациенти (%) 
Мъже 
Жени 

 
61 (55,5%) 
49 (44,5%) 

Брой левкоцити (x10
9
/л) (n=106) 

Медиана (Обхват) 
 

28,2 (0,5-337) 
Ниво на хемоглобина (гр/л) (n=106) 

Медиана (Обхват) 
 

92 (49-145) 
Брой тромбоцити (x10

9
/л) (n=105) 

Медиана (Обхват) 
 

58,2 (5-397) 
Ниво на лактат дехидрогеназа (Е/л) (n=102) 

Медиана (Обхват) 
 

817 (140-6945) 
Бластни клетки в костния мозък (%) (n=102) 

Медиана (Обхват) 
 

86 (23-100) 
Бластни клетки в периферната кръв (%) (n=103) 

Медиана (Обхват) 
 

63 (0-100) 

ФАБ класификация – брой пациенти (%) 
М0 
М1 
М2 
М4 
М5 
М6 
Липсващи данни 

 
5 (4,5%) 
22 (20%) 

17 (15,5%) 
25 (22,7%) 
27 (24,5%) 
2 (1,8%) 

12 (10,9%) 

СЗО класификация – брой пациенти (%) 
ОМЛ с повтарящи се генетични нарушения  
ОМЛ с миелодисплазия-свързани промени 
ОМЛ, некласифицируема другаде 

 
18 (16,4%) 
18 (16,4%) 
74 (67,3%) 
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Цитостатична и заместителна терапия при пациенти с ОМЛ 

Индукционното лечение беше проведено при 44 от пациентите с ОМЛ под 

60-годишна възраст, при които беше изследвана експресията на WT1. То 

включваше прилагане на един или два курса - комбинация на Цитозин-арабинозид 

(Cytosar – 100 mg/m2/ден; в продължение на пет или седем дни); антрациклинов 

антибиотик – [Idarubicin (12 mg/m2/ден), Farmorubicin (45 mg/m2/ден) или 

Novantrone 10 mg/m2/ден в продължение на два или три дни]; с или без приложение 

на Etoposide (100 mg/m2/ден); в продължение на три или пет дни) –Wiernik et al, 

1992; Heil et al, 2004; Гигов и сътр., 2000. При 8 от пациентите (18,2%) беше 

приложена 24-часова инфузия на Cytosar в хода на индукционната терапия, докато 

при останалите 36 (81,8%) – цитостатикът беше приложен като 3-часови инфузии 

двукратно през деня.  

 При пациентите под 60-годишна възраст с ОМЛ, резистентна на 

конвенционалната индукционна терапия (n=17), беше проведено високодозово 

индукционно лечение, което включваше прилагане на терапевтични курсове по 

схема FLAG, IDA-FLAG, MITO-FLAG, HAM или интермедиерни дози Cytosar в 

комбинация с Митоксантрон (Visani et al, 1994; Steinmetz HT et al, 1999; Hänel M et 

al, 2001; Hiddemann et al, 1987; Sternberg et al, 2000). Най-често прилаганият курс 

беше MITO-FLAG, използван при 52,9% (9/17) от болните. Пациенти, при които не 

беше постигната пълна ремисия след високо-дозовата индукционна терапия, бяха 

проследявани само по отношение на общата преживяемост.  

 Пълна ремисия беше регистрирана при 56,8% (25/44) от пациентите с ОМЛ. 

При трима пациенти (12%) не беше проведена консолидираща терапия поради 

следните причини: поява на хепатит В вирусна инфекция, продължаване на 

лечението в друго лечебно заведение, настъпване на летален изход. При други 

двама пациенти (8%) статистическото наблюдение беше прекратено преди 

провеждането на консолидиращата терапия. При останалите 80% (20/25) от тези 

болни бяха проведени различни цитостатични консолидиращи курсове (табл. 4)  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Steinmetz%20HT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10525830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=H%C3%A4nel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11574763
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Табл. 4 Разпределение на пациентите с ОМЛ, постигнали пълна ремисия, 

според проведената консолидираща терапия: 

Цитостатична консолидираща терапия Брой пациенти % (n=20) 

Високи дози Cytosar 3 (15%) 

Интермедиерни дози Cytosar ± антрациклин 10 (50%) 

Стандартни дози Cytosar ± антрациклини ± етопозид 7 (35%) 

 При 50% (10/20) от пациентите бяха проведени консолидиращи курсове с 

интермедиерни дози Cytosar (2 х 1 гр/м2 1-4 ден) с или без приложение на 

антрациклини (Farmorubicin 45 мг/м2 или Idarubicin 12 мг/м2 5-6 ден) (Heil et al, 

2004). Седем пациенти (35%) бяха консолидирани с терапевтични курсове, 

съдържащи комбинации от стандартни дози цитозар, антрациклинови антибиотици 

и/или епиподофилотоксинови производни. При трима заболели (15%) бяха 

проведени консолидиращи курсове с високи дози Cytosar (2 x 3 гр/м2 1;3;5 ден) – 

Mayer et al, 1994. 

 При трима от пациентите (15%) след проведената цитостатична 

консолидираща терапия беше осъществена трансплантация на хемопоетични 

стволови клетки (СКТ). Алогенна СКТ беше приложена при двама пациенти (10%), 

докато автоложна СКТ беше проведена при един болен (5%).  

 Терапевтичният подход, прилаган при пациенти с ОМЛ в НСБАЛХЗ в 

периода 2003-2010 година, може да бъде схематично представен на фиг. 4. 

Профилактичното прилагане на тромбоцитни концентрати се 

осъществяваше при тромбоцитен брой под 20 х 109/ L или в случаите на 

хеморагична диатеза. Еритроцитни концентрати се преливаха при пациенти с ниво 

на хемоглобина под 65 g/L. При наличието на фебрилитет (телесна температура ≥ 

38°С) или други клинични белези за инфекция, пациентите бяха лекувани със 

широкоспектърни антибиотици и антимикотици. Прилагането на тези препарати 

беше преустановявано, когато пациентът беше афебрилен в продължение на 48 

часа. 
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Фиг. 4 Терапевтична стратегия за лечение на пациенти с ОМЛ, прилагана в 

НСБАЛХЗ между 2003 и 2010 год. 

     * 24-часова инфузия на Cytosar; # 3- часова инфузия на Cytosar два пъти на ден; 

* ВД Ara-C високи дози Cytosar (2 x 3000 мг/м2/ден 1, 3, 5 ден) 

** ИД Ara-C интермедиерни дози Cytosar (500 – 1000 мг/м2/ден) 
# двама пациенти не са провели консолидираща терапия поради прекратяване на 

статистическото наблюдение. 
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Критерии за терапевтичен отговор и рецидив 

Отчитането на терапевтичния отговор се осъществяваше най-често между 

15-тия и 28-мия ден след  началото на първия индукционен курс и след завършване на 

втория индукционен курс. При по-голяма част от пациентите терапевтичният 

отговор беше проследяван между 21-вия и 28-мия ден след началото на курса и 

беше дефиниран като ≥50%-но намаление на левкемичната популация в костния 

мозък, в сравнение с нивото на левкемична инфилтрация в костния мозък преди 

провеждането на индукционната терапия (Schlenk et al, 2003). При другата част от 

пациентите терапевтичният отговор беше отчитан на 15-тия ден от началото на 

индукционния курс. При пациенти с хипопластен костен мозък, бластна популация 

<5% и липса на екстрамедуларна левкемия беше отчитан добър терапевтичен 

отговор (good responders), докато при останалите пациенти беше регистриран 

незадоволителен терапевтичен отговор (bad responders) – Heil et al, 2004.  

Пълната ремисия беше дефинирана като състояние, при което се 

установяват <5% бласти в костния мозък, липса на бласти с Ауерови пръчици и 

отсъствие на екстрамедуларна левкемия, абсолютен неутрофилен брой >1000/µL и 

тромбоцитен брой >100,000/µL (Cheson et al, 2003) 

Причините за терапевтичен неуспех бяха подразделени в две категории: (i) 

рефрактерна левкемия (РЛ) и (ii) смъртен изход, настъпил по-малко от 7 дни след 

завършването на първия индукционен курс (ранна смърт, РС), или смъртен изход, 

настъпил по време на терапевтично-индуцираната костно-мозъчна хипоплазия 

(хипопластична смърт, ХС) – Schlenk et al, 2003.  

Рецидив беше дефиниран като състояние, при което се установяват повече 

от 10% бласти в две поредни миелограми, проведени в рамките на 14 дни, или 

поява на екстрамедуларна левкемия при пациенти с документирана пълна ремисия. 
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МЕТОДИ 

Цитологичен, биохимичен, цитохимичен и флоуцитометричен анализ 

Цитологичният, биохимичният, цитохимичният и флоуцитометричен анализ 

към момента на поставяне на диагнозата бяха проведени в клиничната лаборатория 

и лабораторията по хематопатология и имунология към НСБАЛХЗ, като част от 

анализа беше проведен в Центъра за върхови постижения – ТРАНСЛИРАЩИ 

ИЗСЛЕДВАНИЯ В ХЕМАТОЛОГИЯТА. Проби от костен мозък и/или периферна 

кръв бяха оцветявани по Романовски-Гимза и впоследствие наблюдавани на 

светлинен микроскоп. При цитохимичния анализ най-често използваните ензими 

бяха миелопероксидаза или Судан Шварц и алфа-неспецифичната естераза. При 

флоуцитометричното изследване беше използван панел от Т-клетъчни (CD3, CD4, 

CD7, CD8, CD5, CD2), В-клетъчни (CD10, CD19, CD20, CD22, CD79b), миелоидни 

(CD13, CD14, CD15, CD16, CD33, CD64) и други маркери (CD34, CD38, CD117, 

CD56, CD45, гликофорин A, HLA-DR).  

Цитогенетичен и молекулярно-биологичен анализ 

Хромозомният и молекулярно-биологичният анализи към момента на 

поставяне на диагнозата бяха проведени в лабораторията по цитогенетика и 

молекулярна биология към НСБАЛХЗ, като част от анализите беше проведен в 

Центъра за върхови постижения – ТРАНСЛИРАЩИ ИЗСЛЕДВАНИЯ В 

ХЕМАТОЛОГИЯТА. Изследвани бяха проби от костен мозък или периферна кръв, 

които бяха поставяни в епруветки с хепарин или ЕДТА. Успешна кариотипизация 

беше постигната при 76,4% от изследваните пациенти (84/110). Цитогенетичният 

анализ беше проведен върху метафазни хромозоми след култивиране върху 

краткотрайни култури в продължение на 24 или 48 часа. Хромозомните аномалии 

са представени в съответствие с препоръките на International System for Human 

Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2009). Успоредно с цитогенетичния анализ беше 

проведена и RT-PCR за установяване на най-честите хромозомни аберации при 

пациентите с ОМЛ - AML1-ETO, CBFb-MYH11, PML-RARa, M-BCR-ABL и m-BCR-

ABL, съгласно програмата BIOMED-І (van Dongen et al, 1999). 

 Стратификацията на пациентите беше осъществена въз основа на 

цитогенетичните (Grimwade et al, 2010)/ и/или молекулярно-биологичните 
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отклонения, установени към момента на поставяне на диагнозата. Рисковите групи 

при пациентите с ОМЛ бяха дефинирани по следния начин: 

 Нисък риск – установява се при пациенти с t(8;21) и inv(16) или техните 

молекулярни еквиваленти. 

 Интермедиерен риск – налице е при болни с нормален кариотип или други 

цитогенетични аномалии, които не принадлежат към цитогенетичните 

аномалии с нисък или висок риск. 

 Висок риск – установява се при пациенти с цитогенетични отклонения в 

дългото рамо на трета хромозома (3q), с изключение на t(3;5)(q25;q34); 

inv(3)(q21q26)/t(3;3)(q21;q26), add(5q)/del(5q), -5, -7, add(7q)/del(7q), 

t(6;11)(q27;q23), t(10;11)(p11 приблизително 13;q23), други t(11q23) (с 

изключение на t(9;11)(p21 приблизително 22;q23) и t(11;19)(q23;p13)), 

t(9;22)(q34;q11), -17, и отклонения в късото рамо на 17-та хромозома или 

техните молекулярни еквиваленти. Висок риск се наблюдава и при болни с 

комплексен кариотип (наличие на 3 или повече хромозомни аномалии).  

 

ПОЛИМЕРАЗНО-ВЕРИЖНА РЕАКЦИЯ СЛЕД ОБРАТНА ТРАНСКРИПЦИЯ    

(RT-PCR) 

 

1. Изолиране на мононуклеарни клетки (МНК) 

МНК бяха изолирани от венозна кръв или костен мозък, взети с EDTA или 

хепарин, до третия час от получаването им с помощта на градиентно 

центрофугиране. Два обема кръв или костен мозък бяха наслоени върху един обем 

Polysep (Pharmachim) или Ficoll-Paque (Amersham Biosciences) и центрофугирани на 

1500 g в продължение на 20 минути при стайна температура. Пръстенът, съдържащ 

МНК, беше отделен, промит двукратно с фосфатен за отстраняване на 

тромбоцитите и утаен чрез центрофугиране на 300 g в продължение на 10 минути.  

2. Екстракция на РНК (Chomczynski & Sacchi, 1987) 

РНК беше екстрахирана с TRIzol (Gibco BRL), следвайки препоръките на 

производителя. За целта, около 107 от утаените МНК бяха лизирани с 1 ml TRIzol за 

5-10 минути на стайна температура. Полученият клетъчен лизат беше смесен с 200 
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µl хлороформ (Fluka) в епруветки с обем 1,5 ml (тип Епендорф) и центрофугиран на 

12000 g в продължение на 20 минути на 4ºС в хладилна центрофуга Hettich EBA 

12R. Към надстоящата прозрачна фаза с разтворената РНК беше прибавен 0,5 ml 

изопропилов алкохол (Promega) и епруветките бяха инкубирани при 4ºС в 

продължение на 10 минути. РНК беше утаена чрез центрофугиране на 12000 g в 

продължение на 10 минути на 4ºС и промита с 1 ml 75% етилов алкохол. 

Впоследствие утаената РНК беше изсушена на стайна температура в продължение 

на 30 минути, разтворена в 20 µl дестилирана вода (H2O), предварително 

обработена с диетилпирокарбонат [Diethylpyrocarbonat (DEPS)] - H2O-DEPS 

(Promega). 

Концентрацията на РНК беше определена на спектрофотометър СФ-26 Ломо 

при дължина на вълната 260 nm, след разреждане на разтворената РНК с 

дестилирана вода по формулата: C [µg/µl] = 40 x ОП х ФР, където ФР е фактор на 

разреждането (500), а ОП е намерената оптична плътност. След допълнително 

разреждане с H2O-DEPS, концентрацията на получената РНК беше 

стандартизирана на 1 µg/µl. Чистотата на РНК беше анализирана по съотношението 

на ОП, измерени при 260 nm и 280 nm. 

3. Обратна транскрипция и синтез на комплементарна ДНК (Reverse 

transcription)  

Комплементарната ДНК (кДНК) беше синтезирана съгласно протокола, 

предложен от van Dongen et al, 1999. Беше използвано 1 µg РНК в реакционна среда 

с краен обем 20 µl, която  съдържаше: 1 х буфер, 200 U MMLV обратна 

транскриптаза (Abgene, Surrey, UK), 5 mM MgCl2, 10 mM от всеки 

дезоксинуклеотидтрифосфат [desoxynucleotide triphosphate (dNTP): dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP], 20 U рибонуклеазен инхибитор (RNAsin) (Promega Corporation, 

Madison, WI, USA) и 5.0 µM хексамерни олигонуклеотиди (random hexamers) 

(Roche Applied Science, Mannheim, Germany). кДНК беше синтезирана чрез 

последователно инкубиране на пробите при 37ºС в продължение на 60 минути и 

при 99ºС в продължение на 3 минути. 
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4. Характеризиране на качеството на изолираната РНК и 

ефективността на обратната транскрипция чрез контролна 

амплификация на β-актиновия ген. 

Два микрилитра кДНК бяха амплифицирани в 25 µl реакционна смес, която 

съдържаше: 1 х PCR буфер; 2.0 mM MgCl2; 1.0 U Prime Taq ДНК полимераза (Genet 

Bio, Cheonan, Korea); 200 µM от всяко dNTP (Promega) и по 0.4 pM от следните 

праймери: forward праймер 5’- GGCATCGTGATGGACTCCG- 3’ и reverse праймер, 

5’- GCTGGAAGGTGGACAGCGA-3’ (Alpha DNA, Montreal, QC, Canada). PCR-

реакцията беше проведена в термосайклър Mastercycler gradient (Eppendorf, 

Hamburg, Germany) при следните температурни режими: [1] Начална денатурация в 

продължение на 2 минути при 94ºС, [2] 31 цикъла на амплификация: денатурация 

при 94ºС в продължение на 30 секунди; хибридизация при 60ºС в продължение на 1 

минута; екстензия при 72ºС в продължение на 1 минута и [3] Финална екстензия: 

72ºС в продължение на 5 минути. Като положителна контрола беше използвана 

кДНК от клетъчна линия К562, докато като отрицателна контрола беше използвана 

PCR сместа без матричната кДНК. Продуктите на реакцията бяха анализирани чрез 

електрофореза в 2% агарозен гел (Sigma), оцветен с 10 mg/ml етидиев бромид 

(Sigma) в 0,5 х TBE буфер [0.89 M Tris (Merck); 0.89 M борова киселина 

(Фармахим); 25 mM EDTA (Fluka)] при напрежение от 80 V в продължение на 60 

минути. Въвеждането им в гела беше извършено посредством 3 µl среда, 

съдържаща 50% глицерол, 1,0 mM EDTA, 0.25% бромфенолблау и 0,25% 

ксиленцианол FF (Fluka). При облъчване с ултравиолетови лъчи продуктите на 

амплификацията бяха визуализирани като отчетливи бандове, дължината на които 

беше определена спрямо молекулярен маркер – 1 Kb DNA Ladder (Gibco BRL) или 

PCR molecular weight marker (Amersham Life Science). 

5. Изследване експресията на WT1 посредством PCR 

Изследване експресията на WT1 беше осъществено съгласно протокола, 

предложен от Wagner et al, 2002. Два микролитра кДНК бяха подложени на 

амплификация в 16 µl реакционна смес, която съдържаше: 1 х PCR буфер 

(Invitrogen); 2.5 mM MgCl2 (Invitrogen); 0.5 U Prime Taq ДНК полимераза 

(Invitrogen); 0.2 mM от всяко dNTP (Invitrogen) и по 0.62 mM от следните праймери: 
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forward праймер 5'-AAG CTG TCC CAC TTA CAG ATG-3'  и reverse праймер 5'-

CAG CTG GAG TTT GGT CAT GTT-3' (Alpha DNA, Montreal, QC, Canada). PCR-

реакцията беше проведена в термосайклър Mastercycler gradient (Eppendorf, 

Hamburg, Germany) при следните температурни режими: [1] Начална денатурация в 

продължение на 1 минута при 94ºС, [2] 40 цикъла на амплификация: денатурация 

при 94ºС в продължение на 45 секунди; хибридизация при 56ºС в продължение на 

45 секунди; екстензия при 72ºС в продължение на 45 секунди и [3] Финална 

екстензия: 72ºС в продължение на 5 минути. Бяха използвани всички предпазни 

мерки за избягване възможността от поява на фалшиво-положителни резултати. 

Приготвянето на реакционната смес и анализът на амплифицираните продукти бяха 

проведени в различни стаи. Продуктите на реакцията бяха анализирани чрез 

електрофореза в 2% агарозен гел (Sigma), оцветен с етидиев бромид и 

визуализирани с ултравиолетова светлина. 

Като положителна контрола беше използвана клетъчна линия K562, докато 

като отрицателна – реакционна смес без матричната ДНК.  

Силата на реакцията беше полуколичествено характеризирана въз основа на 

интензивността на видимия банд: (-) отрицателна реакция, липса на видим банд – 

липсваща експресия; (+) слабо до умерено видим банд, по-слаб по интензивност от 

банда на положителната контрола – ниска експресия; (++/+++) силно или много 

силно видим банд, сходен или по-силен по интензивност от банда на 

положителната контрола – висока експресия.  

Установено е, че концентрацията на WT1 и.РНК в пробите на пациенти със 

силна експресия на гена е 1-2 log10 по-висока в сравнение с пробите на болни, при 

които се установява липсваща или слаба експресия на гена (Karakas et al, 2002). 

Затова при провеждане на статистическия анализ на данните пациентите с 

ОМЛ бяха разделени на две групи: с липсваща или слаба експресия на WT1 (WT1-

отрицателни пациенти) и със силна експресия на WT1 (WT1-положителни 

пациенти).  

6. Изследване експресията на сурвивин посредством PCR 

Изследване експресията на сурвивин беше осъществено съгласно протокола, 

предложен от Ryan et al, 2005. Два микролитра кДНК бяха подложени на 

амплификация в 25 µl реакционна смес, която съдържаше: 1 х PCR буфер; 2.0 mM 
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MgCl2; 1.25 U Prime Taq ДНК полимераза (Genet Bio, Cheonan, Korea); 250 µM от 

всяко dNTP (Promega) и по 0.4 pM от следните праймери: forward праймер 5’-

GCATGGGTGCCCCGACGTTG-3’ и reverse праймер, 5’-

GCTCCGGCCAGAGGCCTCAA-3’ (Alpha DNA, Montreal, QC, Canada). PCR-

реакцията беше проведена в термосайклър Mastercycler gradient (Eppendorf, 

Hamburg, Germany) при следните температурни режими: [1] Начална денатурация в 

продължение на 2 минути при 94ºС, [2] 31 цикъла на амплификация: денатурация 

при 94ºС в продължение на 30 секунди; хибридизация при 60ºС в продължение на 1 

минута; екстензия при 72ºС в продължение на 1 минута и [3] Финална екстензия: 

72ºС в продължение на 5 минути. 

Бяха използвани всички предпазни мерки за избягване възможността от 

поява на фалшиво-положителни резултати. Приготвянето на реакционната смес и 

анализът на амплифицираните продукти бяха проведени в различни стаи. 

Продуктите на реакцията бяха анализирани чрез електрофореза в 2% агарозен гел 

(Sigma), оцветен с етидиев бромид и визуализирани с ултравиолетова светлина. 

Като положителна контрола беше използвана клетъчна линия U937, докато 

като отрицателна контрола беше използвана реакционната смес без матричната 

кДНК.  

Силата на реакцията беше полуколичествено характеризирана въз основа на 

интензивността на видимия банд: (-) отрицателна реакция, липса на видим банд – 

липсваща експресия; (+) слабо до умерено видим банд, по-слаб по интензивност от 

банда на положителната контрола – ниска експресия; (++/+++) силно или много 

силно видим банд, сходен или по-силен по интензивност от банда на 

положителната контрола – висока експресия.  

7. Изследване експресията на MDR1 посредством PCR  

Изследване експресията на MDR1 беше осъществено съгласно протокола, 

предложен от Veelken et al, 1998 и Balatzenko et al, 2002. Като вътрешна контрола 

беше използван β2-микроглобулин. Два микролитра кДНК бяха подложени на 

амплификация в 25 µl реакционна среда, която съдържаше: 1 х PCR буфер; 1,5 mM 

MgCl2; 1.0 U Prime Taq ДНК полимераза (Genet Bio, Cheonan, Korea); 200 µM от 

всяко dNTP (Promega) и по 0.4 pM от праймери TL9 и TL10, необходими за 

амплификацията на MDR1, заедно с праймери B2-M1 и B2-M2, необходими за 



Проучвания върху клинико-биологичната значимост на WT при пациенти с ОМЛ 

Страница 43 от 120 

синтезата на β2-микроглобулин: (Alpha DNA, Montreal, QC, Canada). PCR-

реакцията беше проведена в термосайклър Mastercycler gradient (Eppendorf, 

Hamburg, Germany) при следните температурни режими: [1] Начална денатурация в 

продължение на 5 минути при 94ºС, [2] 28 цикъла на амплификация: денатурация 

при 94ºС в продължение на 30 секунди; хибридизация при 57ºС в продължение на 

30 секунди; екстензия при 72ºС в продължение на 30 секунди и [3] Финална 

екстензия: 72ºС в продължение на 10 минути. Бяха използвани всички предпазни 

мерки за избягване възможността от поява на фалшиво-положителни резултати. 

Приготвянето на реакционната смес и анализът на амплифицираните продукти бяха 

проведени в различни стаи. Като положителна контрола беше използвана РНК от 

пациент с остра лимфобластна левкемия (FAB L3 подтип), при когото клинически 

беше наблюдавана лекарствена резистентност и имунологично беше доказано 

високо ниво на експресия на P-гликопротеин. Като отрицателна контрола бяха 

използвани РНК от здрави кръводарители. Продуктите на реакцията бяха 

анализирани чрез електрофореза в 3% агарозен гел (Sigma), оцветен с етидиев 

бромид, и визуализирани с ултравиолетова светлина. Нормална експресия на 

MDR1 (MDR-отрицателни проби) беше отчетена при всички проби, при които беше 

наблюдаван само един видимо отчетлив „банд“, съответстващ на β2-

микроглобулинова РНК. Свръхекспресия на MDR1 (MDR1-положителни проби) 

беше отчетена при всички проби, при които беше наблюдаван видимо отчетлив 

продукт на MDR1 с интензивност по-ниска, еквивалентна или по-висока от тази на 

β2-микроглобулинова РНК. 

8. Изследване наличието на FLT3-ITD посредством PCR 

Изследване наличието на FLT3-ITD беше осъществено съгласно протокола, 

предложен от Nakao et al, 1996. Пет микролитра кДНК бяха подложени на 

амплификация в 25 µl реакционна среда, която съдържаше: 1 х PCR буфер; 1,5 mM 

MgCl2; 0,8 U Taq полимераза (ABgene,  Epsom, UK); 200 µM от всяко dNTP 

(Promega) и по 0.4 pM от следните праймери: R5, 5’-

TGTCGAGCAGTACTCTAAACA-3’ и R6, 5’-ATC-CTAGTACCTTCCCAAACTC-3’. 

PCR-реакцията беше проведена в термосайклър Mastercycler gradient (Eppendorf, 

Hamburg, Germany) при следните температурни режими: [1] Начална денатурация в 

продължение на 5 минути при 94ºС, [2] 37 цикъла на амплификация: денатурация 



Проучвания върху клинико-биологичната значимост на WT при пациенти с ОМЛ 

Страница 44 от 120 

при 94ºС в продължение на 60 секунди; хибридизация при 59ºС в продължение на 

60 секунди; екстензия при 72ºС в продължение на 60 секунди и [3] Финална 

екстензия: 72ºС в продължение на 10 минути. Продуктите на реакцията бяха 

анализирани чрез електрофореза в 2.5% агарозен гел (Amresco, Solon, OH, USA), 

оцветен с етидиев бромид, и визуализирани с ултравиолетова светлина.  

ИМУНОБЛОТ – за провеждане на имуноблота бяха осъществени следните 

процедури: 

1. Замразяване на клетъчни проби 

 След изолиране на мононуклеарни клетки и определяне на клетъчната им 

гъстота, от всяка проба се взима обем, съдържащ 2-4х106 клетки и се прехвърля в 

отделна центрофужна епруветка. Клетките се центрофугират 5 мин. при стайна 

температура при 600 × g (3 000 об./мин с ротор F-45-12-11). Надстоящата течност 

се отстранява с вакуум-помпа и клетките се ресуспендират в стерилен фосфатен 

буфер, като се спазва следното правило: 2х106 клетки се суспендират в 2 мл 

фосфатен буфер. Епруветките отново се центрофугират 5 минути при 600 × g (3 000 

об./мин с ротор F-45-12-11), като надстоящата течност отново се отстранява с 

вакуум-помпа. Клетъчните пелети се замразяват веднага в течен азот (−180°C) с 

цел бързо замразяване. Замразените проби се съхраняват във фризер при −80°C до 

момента на употреба. 

2. Лизиране и денатуриране на клетъчните проби 

 При фракциониране на протеини чрез денатурационната елетрофореза в 

полиакриламиден гел (SDS-PAGЕ) скоростта на придвижване на протеините зависи 

от молекулната им маса, тъй като тя е линейна функция на дължината на 

полипептидната верига. За тази цел протеините трябва да бъдат предварително 

денатурирани и редуцирани до гъвкави нишки с равномерно разпределен 

отрицателен заряд на единица дължина. Това се постига чрез предварителна 

обработка на изследваните клетъчни проби с лизиращ разтвор, който съдържа 

денатуриращи и редуциращи агенти. Натриевият додецилсулфат (SDS) е анйонно 

повърхностно активно вещество (ПАВ), което разрушава водородните връзки, 

пречи на хидрофобните взаимодействия и така денатурира в значителна степен 

третичната и вторичната белтъчна структура, което води до намаляване на 
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разликите в молекулната форма на отделните протеини. Освен това натриевият 

додецилсулфат маскира разликите между изоелектричните точки на отделните 

белтъци, като им придава силен отрицателен заряд, чиято стойност не зависи от 

аминокиселинния състав на белтъчната молекула, а само от дължината й. 

Белтъците могат да бъдат напълно денатурирани чрез прилагане на редуциращ 

агент, например дитиотрейтол (DTT) или меркаптоетанол, който разрушава всички 

дисулфидни връзки. Преди лизиране пробите се суспендират в подходящ за целта 

буфер и след това се лизират в еквивалентно количество лизиращ буфер.  

 Обработката на клетъчни проби за фракциониране в SDS-PAGЕ беше 

извършена по следния начин:  

 Приготвят се суспенизонен и лизиращ буфер. Термостат с вибрационна 

платформа или PCR-машина за 1.5 милилитрови епруветки тип “Eppendorf” се 

загрява до 99°С. Върху лед се размразяват аликвотни проби с разтвори на 

протеазните инхибитори: Aprotinin, PMSF, леупептин и натриев ванадат или се 

използва готова смес от такива (Complete), която се разтваря и порционира.  

 Пробите се обработват една по една, като се изважда само пробата, която ще 

се лизира в момента. Все още замръзналата проба се ресуспендира в суспензионния 

буфер. Към суспендираната проба се добавя еквивалентно количество лизиращ 

буфер, предварително обогатен с протеазни инхибитори и DTT. Съдържанието на 

пробата се хомогенизира добре с пипета и пробата се поставя за инкубиране при 

99°С в термостат с вибрационна платформа, програмирана за 1000 оборота/мин. 

или на загрятата платформа на PCR-машина. Пробите се оставят на високата 

температура за 10-15 минути. 

 След това пробите се поставят веднага в лед, за да се предотврати 

ренатурирането на белтъците, което може да се случи при бавно охлаждане. Така 

приготвените проби могат да се подложат веднага на денатурираща белтъчна гел-

електрофореза или да се съхраняват в хладилник при 4°С (но не повече от 2 

месеца). 

3. Подготовка на протеиновите проби за гел-електрофореза в 

полиакриламиден гел  

Преди да се нанесат, лизатите се обработват допълнително със специален 

буфер за нанасяне (Loading Buffer, LB), който съдържа синьо багрило (бром-
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фенолово синьо) за визуализиране на пробите и глицерин за повишаване на 

плътността им. Обикновено за фракциониране се нанасят проби, които съдържат 

между 30 и 50 g протеини или съответстват на 250 000 лизирани клетки. 

Молекулната маса на протеините след фракциониране се сравнява с тази на готов 

протеинов маркер, съдържащ смес от, оцветени в различен цвят, протеини с 

известна молекулна маса.  

4. Подготовка на електрофорезната камера  

Електрофорезната камера се приготвя за предстоящата електрофореза по 

време на центрофугирнето на лизатите. Това става по следния начин: 

 Геловете се монтират в електрофорезната камера. Горният и долният 

резервоари на електрофорезната камера се пълнят с 1× електрофорезен буфер. Ако 

търсеният протеин е с молекулна маса над 30-40 kDa, се предпочита MOPS-

съдържащият електрофорезен буфер. В противен случай се предпочита MES-

съдържащият електрофорезен буфер. Гребените се изваждат внимателно и 

джобовете на геловете се изплакват с електрофорезен буфер с помощта на 

спринцовка и подходящо за целта връхче. От всяка лизирана и денатурирана 

клетъчна проба се взима количество, съдържaщо 30 μg общ белтък, и се поставя в 

отделна епруветка. Към него се добавя три пъти по-малък обем буфер за нанасяне 

на пробите. Така приготвените проби се пренасят без остатък в съответните 

джобове на гела, като се използва пипета с подходящо за целта връхче. В един 

джоб на всеки гел се нанасят 7,5 μl маркер за определяне на молекулната маса на 

протеините. Ако между отделните проби остане свободен джоб, той се натоварва с 

буфер за нанасяне на пробите, за да не се отклонят встрани протеините от 

съседните проби. Поставя се капакът на камерата и тя се свързва с охлаждащата 

система (ако използваният тип камера е предназначен за работа с такава) и с 

трансформатора. Разделянето на протеините се осъществява при 200V, за 35-50 

мин. 

5. Електротрансфер на протеините от гела върху PVDF-мембрана 

След приключване на електрофорезата геловете се изваждат от камерата. 

Пластмасовите рамки на геловете се отварят – за целта може да се използва скалпел 

или тънка шпатула, която се промушва в процепа между двете пластмасови плочки. 
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Частта от геловете покрай джобовете се изрязва внимателно със скалпел под права 

линия и се изхвърля. Геловете се промиват 30 минути с трансферен буфер. За всеки 

гел се изрязва PVDF-мембрана с размерите на гела (обичайно 8 на 6,5 cm). 

Мембраните се активират 1-2 секунди в метанол, промиват се 2 минути в 

дестилирана вода и се накисват 15 минути в трансферен буфер. За всеки гел се 

изрязват 13 парчета филтърна хартия Whatman с размерите на гела (обичайно 8 на 

6,5 cm). Филтърните хартии се напояват с трансферен буфер. Филтърните хартии, 

мембраните и геловете се нареждат в хоризонтална блот-камера, както е показано 

на фиг. 5. При подреждането се внимава да не останат въздушни мехури между 

слоевете, защото иначе се нарушава трансферът. Трансферът се провежда или за 

1,5 часа при 0,8 mA/cm2  и стайна температура, или за една нощ при 0,4 mA/cm2 и 

4°C. 

 

Фиг. 5 Схема на постановката за електротрансфер 

6. Имунологична обработка на мембраните 

Всяка мембрана се слага в отделен съд и се залива с 10-15 ml блокиращ 

разтвор. Мембраните се разклащат с разтвора в продължение на 1 час при стайна 

температура. Първичните антитела се разреждат в маркиращия разтвор в 

съотношение от 1:200 до 1:1000 в зависимост от указанията на производителя или в 

резултат на оптимизация с предварителни експерименти. Всяка мембрана се залива 
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с 6-10 ml разреден разтвор на избраното първично антитяло. Мембраните се 

разклащат с разтвора в продължение на 2 часа при стайна температура или за една 

нощ при 4°C. Мембраните се промиват последователно 4 пъти по 5 минути с миещ 

разтвор. Съответните вторични антитела се разреждат с маркиращ разтвор – 

антимишето в съотношение 1:3000, а антикозето и антизаешкото в съотношение 

1:5000. Всяка мембрана се залива с 6-10 ml разреден разтвор на съответното 

вторично антитяло. Мембраните се разклащат с разтвора в продължение на 45 мин. 

при стайна температура. Мембраните се промиват последователно 4 пъти по 5 

минути с миещ разтвор. Мембраните за кратко се изплакват с дестилирана вода. 

7. Визуализиране на комплексите антиген-антитяло 

Веднага след последното изплакване всяка мембранa се обработва 1 минута 

с 1,5 ml хемилуминесцентен реактив, приготвен непосредствено преди това. Под 

действие на пероксидазата от хрян, конюгиран към вторичното антитяло, започва 

да протича следната реакция: 

 

Мембраните се поставят за кратко с обратната си страна върху попивателна 

хартия, за да се отстрани излишното количество хемилуминесцентен реактив. 

Мембраните се опаковат в полипропиленово фолио и се поставят в рентгенови 

касети, като се закрепват стабилно с помощта на лепенки. В тъмна стая върху 

мембраните се поставя фотографски филм и касетите се затварят плътно. Изчаква 

се известно време (от 2 секунди до 1 час в зависимост от видимия интензитет на 

луминесценцията), касетата се отваря и филмът се проявява. Ако се окаже, че 

филмът е преекспониран или недостатъчно експониран, се прави втора снимка, 

като времето на експозиция съответно се намалява или увеличава. Филмите се 

сканират и се архивират в електронен вид. Интензитетите на отделните бандове и 

съответно относителните нива на протеините в пробите се определят 

денситометрично чрез програмата Quantity One. За всяка проба се изчисляват 

съотношенията между денситометрично определените интензитети на бандовете на 
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търсените про-теини и съответния интензитет за контролния протеин за групата от 

проби (най-често β-актин). В повечето случаи е практично тези съотношения в една 

от пробите (контролната) да се приемат за единици и останалите да се приравнят 

спрямо тях. Така се вижда колко пъти по-високи или по-ниски са нивата на 

търсените протеини в пробите в сравнение с контролата. 

8. Отстраняване на антителата от мембраните (стрипиране) 

Стрипиране на мембраните се прави, когато се иска мембрана, маркирана с 

антитяло срещу един протеин, да се използва за определяне на друг протеин със 

съответно друго антитяло.  

Приготвя се стрипиращ разтвор. Разпределя се по 25 ml в 50-милилитрови 

епруветки, според броя на мембраните. Разтворът се загрява до 56°C. Във всяка 

епруветка се поставя по една мембрана. Лицевата страна на мембраната трябва да е 

обърната към вътрешността на епруветката, за да е в контакт с разтвора, а  не със 

стената на епруветката. Епруветките се разклащат с въртеливо движение около 

надлъжната им ос, при 56°C в продължение на 30 мин. За целта се използва 

клатачна машина със съответните характеристики. Мембраните се промиват 

последователно 2 пъти по 5 минути с миещ разтвор. 

9. Изследване експресията на wt1 посредством имуноблот   

За получаване на лизати от цели клетки клетъчните пелети, съдържащи 2 х 

106 клетки, бяха ресуспендирани в буфер [0.1 M NaCl, 25 mM Tris-HCl (pH=8.0), 

0.001 M EDTA (pH= 8.0), 25% (v/v) глицерол, 10% (v/v) бета-меркаптоетанол, 1 mM 

фенилметилсулфонил флуорид, 50 µg/ml апротинин, 1 mM Na3VO4, и 2 mg/ml 

леупептидин]. След като бяха поставени на вортех, беше добавен SDS буфер за 

нанасяне (loading buffer) и клетъчните пелети бяха отново поставени на вортекс. 

Пробите бяха варени в продължение на 5 минути на 100ºС и центрофугирани със 

скорост 13 000 rpm (13 600 g) в продължение на 10 минути на стайна температура. 

Пробите, в които се съдържаха 300 000 клетки бяха нанесени, върху 12% SDS 

полиакриламиден гел, подложени на електрофореза и прехвърлени върху 

поливинилидендифлуоридна мембрана. Мембраната беше обработена с 5% (w/v) 

обезмаслено мляко и инкубирана с първично мише моноклонално антитяло WT1 

(F-6): sc-7385, разредено (1:400) в маркиращия разтвор [1 Х PBS, 0.5% (w/v) 
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обезмаслено мляко и 0.5% (v/v) Тритон X-100] в продължение на 2 часа върху 

машина с подвижна платформа. След това тя беше промита четирикратно с миещ 

разтвор [1% (w/v) обезмаслено мляко и 1% (v/v) Тритон X-100], като впоследствие 

бяха добавени и HRP-конюгирани вторични антитела: (козе антимише антитяло 

IgG-HRP: sc-2005 и козе антизаешко антитяло IgG-HRP: sc-2004), разредени 

(1:2000) в маркиращия разтвор и инкубирани в продължение на 45 минути върху 

машина с подвижна платформа. Имуноблотът беше обработен с помощта на 

хемилуминисцентен разтвор и впоследствие проявен върху рентгенови снимки. 

Всички антитела и хемилуминисцентни реактиви бяха закупени от Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA).  

Силата на реакцията беше полуколичествено характеризирана въз основа на 

интензивността на видимия банд: (-) отрицателна реакция, липса на видим банд – 

липсваща експресия; (+) слабо до умерено видим банд, по-слаб по интензивност от 

банда на положителната контрола – ниска експресия; (++/+++) силно или много 

силно видим банд, сходен или по-силен по интензивност от банда на 

положителната контрола – висока експресия.  

Установено е, че концентрацията на wt1 в пробите на пациенти със силна 

експресия на белтъка е 1-2 log10 по-висока в сравнение с пробите на болни, при 

които се установява липсваща или слаба експресия на протеина (Karakas et al, 

2002). 

Затова при провеждане на статистическия анализ на данните пациентите с 

ОМЛ бяха разделени на две групи: с липсваща или слаба експресия на wt1 (wt1-

отрицателни пациенти) и със силна експресия на wt1 (wt1-положителни пациенти).  

10. Изследване експресията на NF-kB посредством имуноблот 

За получаване на лизати от цели клетки клетъчните пелети, съдържащи 2 х 

106 клетки, бяха ресуспендирани в буфер [0.1 M NaCl, 25 mM Tris-HCl (pH=8.0), 

0.001 M EDTA (pH= 8.0), 25% (v/v) глицерол, 10% (v/v) бета-меркаптоетанол, 1 mM 

фенилметилсулфонил флуорид, 50 µg/ml апротинин, 1 mM Na3VO4, и 2 mg/ml 

леупептидин]. След като бяха поставени на вортех, беше добавен SDS буфер за 

нанасяне и клетъчните пелети бяха отново поставени на вортекс. Пробите бяха 

варени в продължение на 5 минути на 100ºС и центрофугирани със скорост 13 000 

rpm (13 600 g) в продължение на 10 минути на стайна температура. Клетъчните 
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лизати, в които се съдържаха 300 000 клетки, бяха нанесени върху 12% SDS 

полиакриламиден гел, подложени на електрофореза и прехвърлени върху 

поливинилидендифлуоридна мембрана. Мембраната беше обработена с 5% (w/v) 

обезмаслено мляко и инкубирана с първично заешко поликлонално антитяло NFκB 

p65 (C-20): sc-372, разредено (1:400) в маркиращия разтвор [1 Х PBS, 0.5% (w/v) 

обезмаслено мляко и 0.5% (v/v) Тритон X-100] в продължение на 2 часа върху 

машина с подвижна платформа. След това, тя беше промита четирикратно с миещ 

разтвор [1% (w/v) обезмаслено мляко и 1% (v/v) Тритон X-100], като впоследствие 

бяха добавени и HRP-конюгирани вторични антитела: (козе антимише антитяло 

IgG-HRP: sc-2005 и козе антизаешко антитяло IgG-HRP: sc-2004), разредени 

(1:2000) в маркиращия разтвор и инкубирани в продължение на 45 минути върху 

машина с подвижна платформа. Имуноблотът беше обработен с помощта на 

хемилуминисцентен разтвор и впоследствие проявен върху рентгенови снимки. 

Всички антитела и хемилуминисцентни реактиви бяха закупени от Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA). 

Статистически методи 

Статистическият анализ на данните бе осъществен посредством готов 

статистически програмен пакет SPSS v 16.0 (for Windows). За сравнение на 

разпределението на дискретните клинични и биологични характеристики на 

изследваните подгрупи болни беше използван Fisher’s exact test.  За сравнение на 

разпределението на непрекъснати величини между две групи болни беше приложен 

непараметричен анализ по метода на Mann Whitney’s U test, а при повече от две 

групи за сравнение беше прилаган тестът Kruskal Wallis. Общата преживяемост 

(OS) беше изчислена от датата на поставяне на диагнозата до датата на настъпване 

на смъртта. Преживяемостта, свободна от заболяване (DFS), беше изчислена от 

датата на постигане на пълна ремисия до датата на регистриран рецидив или датата 

на настъпване на летален изход. Продължителността на OS и DFS бяха 

анализирани посредством метода на Kaplan-Meier, като различията между 

отделните групи пациенти статистически бяха оценени чрез log rank теста. За ниво 

на статистическа значимост бе приета p-value <0,05. 
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IIVV..  РРЕЕЗЗУУЛЛТТААТТИИ  

 

Експресия на WT1 mRNA и wt1 при пациенти с ОМЛ 

1. Експресия на wt1 и WT1 при здрави индивиди и пациенти с 

нехематологични заболявания 

При изследване експресията на WT1 и wt1 посредством съответно RT-PCR и 

WB, в периферната кръв на десет здрави кръводарителя не беше установено 

наличие на този молекулярен маркер. В четирите проби от костен мозък на 

пациенти с нехематологични заболявания, изследвани посредством WB, не беше 

наблюдавана експресия на wt1. В три от пробите на тези болни, изследвани 

посредством RT-PCR, не беше регистрирана експресия на WT1, докато при 

четвъртата - беше наблюдавана много ниска експресия на транскрипционния 

фактор.  

2. Експресия на WT1 при пациенти с ОМЛ към момента на диагнозата, 

установена посредством RT-PCR 

При 81 пациенти с de novo ОМЛ беше изследвана експресията на WT1 

посредством RT-PCR – фиг. 6.  

 

 

n – отрицателна контрола, p – положителна контрола (клетъчна линия К562), проба 5 – силно 

положителна, проба 4 – слабо положителна , проби 1, 2, 3 и 6 – отрицателни 

Фиг. 6 Експресия на WT1, установена посредством RT-PCR. 

Анализът на серийни разреждания на клетъчна линия К562 установи 

чувствителност на реакцията от 10-3 (фиг. 7). Видим банд се долавя при 1000-

кратно разреждане на клетъчната линия К562.  

Wt1-ген 

n p 1 2 3 4 5 6 
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RT-PCR позволи идентифициране на отчетлив сигнал от амплификацията на 

WT1 и.РНК при общо 72,8% (59/81) от изследваните пациенти и липса на 

амплификация при съответно 27,2% (22/81). В допълнение, резултатите ясно 

демонстрираха хетерогенност на установения сигнал. Направена беше 

полуколичествена оценка на продукта при отделните болни, които взависимост от 

възприетите критерии за оценка бяха разпределени в следните групи: болни с 

висока експресия 45,7% (37/81); болни с ниска експресия 27,16% (22/81) и 27,16% 

(22/81) – пациенти, не експресиращи РНК. 

 

Фиг. 7 Чувствителност на WT1- специфичната RT-PCR 

Чувствителността на реакцията беше определена посредством серийни разреждания на 
клетъчна линия К562. Видим банд се долавя при 1000-кратно разреждане на 
клетъчната линия.  

 

3. Експресия на wt1 при пациенти с ОМЛ към момента на диагнозата, 

установена посредством WB 

 При общо 42 от включените в проучването пациенти беше изследвана и 

експресията на wt1 към момента на поставяне на диагнозата посредством WB – 

фиг. 8.  
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wt1 52 kDA 

 

p n 1 2 3 4 5 6 

р – положителна контрола (клетъчна линия К562), n – негативна контрола (клетъчна линия 
U937), проби 1, 2, 4 – отрицателни, проба 3 – силно положителна (++/+++), проби 5 и 6 – 

слабо положителни (+) 

Фиг. 8 Експресия на wt1-протеин, установена посредством WB. 

 Отчетлива експресия на wt1 беше установена при 50% (21/42) от 

пациентите, като силна експресия на белтъка беше регистрирана при общо 28,6% 

(12/42), а при 21 болни изследването показа липса на белтък. 

Сравнителният анализ показа много добра корелация (Pearson chi-square, p < 0,001) 

между резултатите на mRNA и протеиново ниво, получени съответно чрез RT-PCR 

и WB. Данните от сравнителния анализ са представени в табл. 4. 

Табл. 4 Сравнителен анализ между степента на експресия на WT1 и wt1 – 

белтъка, изследвани съответно чрез RT-PCR и WB. 

Г
ен

/Р
Н

К
 

 Протеин (WB) Общо 

wt1 ++ wt1 + wt1- 

WT1++ 12 5 1 18 

WT1+ 0 4 9 13 

WT1- 0 0 11 11 

Общо 12 9 21 Chi square 

p < 0,001 
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Корелация на експресията на WT1 mRNA с основни клинико-лабораторни 

показатели при пациенти с ОМЛ 
 

1. Експресия WT1 в корелация с основни характеристики на пациентите с de 

novo ОМЛ 

Този сравнителен анализ има за цел изясняване на някои възможни особености 

в биологичното разнообразие на ОМЛ и произтичащите от това насоки в 

цялостното клинично поведение. Табл. 5 съдържа основни клинико-лаборотарни 

параметри при новооткрити и нелекувани болни, взависимост от експресията на 

WT1, оценена посредством RT-PCR.  

Статистическият анализ на данните показа, че пациенти, чиито левкемични 

бласти са морфологично диференцирани (ОМЛ-М2 и ОМЛ-М5) експресират WT1 

значително по-рядко в сравнение с останалите болни (Pearson chi-square, p=0,046). 

Беше установена статистически достоверна разлика в нивото на WT1 между 

пациенти, страдащи от de novo  ОМЛ с рекурентни генетични аномалии и 

останалите болни (Fisher’s exact test, р=0,036).  
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Табл. 5 Експресията на WT1 при пациенти с ОМЛ според пола и възрастта на 

пациентите, FAB и СЗО подтипа на заболяването 

 WT1 (+) пациенти  % Статистическа 

значимост (p) 

Общ брой пациенти 59/81 72,8  

Възраст (n=81) 

< 60 години 

≥ 60 години  

 

43/59 

16/22 

 

72,9 

72,2 

 

 

1,0* 

Пол (n=81)  

Мъже  

Жени 

 

38/50 

21/31 

 

76 

67,7 

 

 

0,450
#
 

FAB подтип (n=89) 

М0 

М1 

М2 

М4 

М5 

М6 

Неустановен подтип  

 

1/2 

16/20 

8/13 

16/19 

10/17 

1/1 

7/9 

 

50 

80 

61,5 

84,2 

58,8 

100 

77,8 

 

 

 

 

 

 

 

0,046
##

 

СЗО
^
 подтип (n=81)    

ОМЛ с рекурентни 

генетични аномалии 

6/13 46,1  

ОМЛ с МДС промени 11/13 84,6 
 

ОМЛ, некласифицируема 

другаде 

42/55 76,4 0,036
^^

 

*Не се открива значима разлика в Експресията на WT1 в зависимост от възрастта на 
пациентите (Fisher’s exact test, p=1,0). 

# 
Не се установява значима разлика в Експресията на WT1 в зависимост от пола на 
пациентите с ОМЛ (Fisher’s exact test, p=0,450). 

##
При пациенти, страдащи от ОМЛ-М2 и ОМЛ-М5, се установява значително по-рядко 
експресия на WT1 в сравнение с останалите болни (Pearson chi-square, p=0,046). 

^^ 
Установява се статистически достоверна разлика в експресията на WT1 между пациенти, 
страдащи от ОМЛ с рекурентни генетични аномалии, и останалите болни (Fisher’s exact 
test, р=0,036).  

Високата експресия на WT1 също беше установена значително по-рядко при 

пациенти de novo ОМЛ и рекурентни генетични аномалии в сравнение с останалите 

болни (Fisher’s exact test, p=0,004) - табл. 6. 
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Табл. 6 Висока експресия на WT1 при пациенти с ОМЛ според СЗО подтипа 

СЗО^ подтип (n=81) WT1 (+) пациенти*  % Статистическа 
значимост (p) 

ОМЛ с рекурентни 
генетични аномалии 

1/13 7,7  

ОМЛ с МДС промени 7/13 53,8  

ОМЛ, некласифицируема 
другаде 

29/55 52,7 0,004^ 

*WT1 (+) пациенти: пациенти с висока експресия на WT1 

^ 
При пациенти с ОМЛ и рекурентни генетични аномалии се установява значително по-
рядко висока експресия на WT1 в сравнение с останалите болни (Fisher’s exact test, 
р=0,004).  

Не беше установена статистически значима разлика между експресията на 

WT1 и възрастта и пола на пациентите с de novo ОМЛ. 

Анализът на основните лабораторни показатели в зависимост от WT1-

статуса не показа статистически значими корелации между експресията на 

молекулярния маркер и изследваните лабораторни показатели, като левкоцитен и 

тромбоцитен брой, ниво на хемоглобин, концентрация на ЛДХ, бластна 

инфилтрация на костния мозък и периферната кръв.  

При пациенти с висока експресия на WT1, беше установено статистически 

достоверно по-висок тромбоцитен брой (p=0,031) и по-висок % бласти в 

периферната кръв (p=0,031) и костния мозък (p=0,053) към момента на поставяне 

на диагнозата в сравнение с пациентите с ниска или липсваща експресия на 

молекулярния маркер – табл. 7.  

  



Проучвания върху клинико-биологичната значимост на WT при пациенти с ОМЛ 

Страница 58 от 120 

Табл. 7 Стойности на лабораторните показатели в зависимост от високата 

експресия на WT1 при пациенти с ОМЛ 

Лабораторен показател WT1(+) пациенти* 

 

WT1(-) пациенти^ 

 

Статистическа 
значимост (p) 

Брой левкоцити (109/L) (n=79) 

Медиана  

Обхват 

 

46,3 

1,6-298 

 

22,2 

0,95-211 

 

0,166 

Ниво на хемоглобин (g/L) 
(n=79) 

Медиана  

Обхват 

 

93 

49-145 

 

90,5 

50-157 

 

0,559 

 

Брой тромбоцити (109/L) (n=78) 

Медиана  

Обхват 

 

68,5 

9-313 

 

40 

5-177 

 

0,031# 

 

ЛДХ (E/l) (n=77) 

Медиана  

Обхват 

 

1128 

140-4033 

 

911 

166-6945 

 

0,348 

% бласти в костен мозък (n=75) 

Медиана  

Обхват 

 

89 

35-100 

 

82,5 

25,5-100 

 

0,053^^ 

 

% бласти в периферна кръв 
(n=78) 

Медиана  

Обхват 

 

 

69 

10-100 

 

 

52,5 

0-90 

 

 

0,031## 

* 
WT1(+) пациенти – пациенти с висока експресия на WT1 

^
WT1(-) пациенти – пациенти с ниска или липсваща експресия на WT1 

#
 При WT1(+) пациенти се наблюдава достоверно по-висок тромбоцитен брой в сравнение 

с WT1(-) болни (p=0,031).  

##
 При WT1(+) пациенти се наблюдава достоверно по-висока бластна инфилтрация в 

периферната кръв в сравнение с WT1(-) болни (p=0,031).  

^^
 При WT1(+) пациенти се наблюдава тенденция към по-висока бластна инфилтрация в 

костния мозък в сравнение с WT1(-) болни (p=0,053).  

2. Корелация между експресията на WT1 и основни 

цитогенетични/молекулярни характеристики на пациентите с ОМЛ 

Анализирана беше eкспресията на WT1 в зависимост от 

цитогенетичния/молекулярния риск при болните с de novo ОМЛ. Успешна 

кариотипизация беше осъществена при 75,3% (61/81) от тях. Анализът показа, че 



Проучвания върху клинико-биологичната значимост на WT при пациенти с ОМЛ 

Страница 59 от 120 

при пациенти с цитогенетични или молекулярни аномалии, свързани с нисък риск, 

достоверно по-рядко се наблюдава експресия на WT1 в сравнение с тези, свързани 

с интермедиерен или висок риск (Fisher’s exact test, p=0,024) - табл. 8.  

Табл. 8 Експресия на WT1 в зависимост от цитогенетичния риск на пациенти 

с ОМЛ 

Цитогенетичен/молекулярен риск  WT1(+) пациенти % Статистическа 

значимост (p) 

Нисък 4/11 36,4  

Интермедиерен 35/45 77,8 0,012# 

Висок 9/10 90 0,023# 

Неустановен (непроведен анализ или 

липса на годни за анализ метафазни 
пластини) 

11/15 73,3  

# 
При пациенти с нисък цитогенетичен/молекулярен риск се установява статистически 
достоверно по-рядко експресия на WT1 в сравнение с болните с интермедиерен 
цитогенетичен/молекулярен риск (Fisher’s exact test, p=0,012) и висок 
цитогенетичен/молекулярен риск (Fisher’s exact test, p=0,023). 

Анализът на данни показа, че високата експресия на WT1 се наблюдава 

значително по-рядко при пациентите с цитогенетични/молекулярни аномалии, 

свързани с нисък риск, отколкото при болни с интермедиерен (Fisher’s exact test, 

p=0,0015) и висок цитогенетичен риск (Fisher’s exact test, p=0,0010). 

3. Корелация между експресията на WT1 и основни имунофенотипни 

характеристики на бластната популация при пациенти с de novo ОМЛ 

Фенотипът на бластната популация беше изследван при 75 болни с de novo 

ОМЛ (табл. 9). Не бяха наблюдавани корелации между експресията на WT1 и 

изследваните имунологични маркери (CD7, CD33, CD34, CD56, HLA-DR, CD117 и 

CD14). 
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Табл. 9 WT1-експресия в зависимост от имунологичния маркер на бластната 

популация при пациенти с ОМЛ  

Имунологичен маркер  WT1(+) пациенти 

% 

WT1(-) пациенти 

% 

Статистическа 

значимост (p) 

CD34 (n=73) 37,5 57,5 0,103 

CD33 (n=74) 92,7 96,9 0,624 

CD56 (n=65) 36,1 41,4 0,798 

HLA-DR (n=70) 87,2 93,5 0,452 

CD117 (n=72) 77,5 81,2 0,776 

CD 14 (n=66) 13,5 34,4 0,074 

CD 7 (n=66) 27 24,1 1,0  

 

Беше проведено изследване на експресията на WT1 при пациенти с de novo 

ОМЛ и нормален фенотип и при болни с линейно-кръстосана или асинхронна 

антигенна експресия под 60-годишна възраст (табл. 10 и табл. 11).  

Табл. 10 WT1-експресия при пациенти с ОМЛ под 60-годишна възраст с 

нормален фенотип спрямо болни с линейно-кръстосана антигенна експресия  

 WT1(+)  

пациенти % 

WT1(-)
  

пациенти % 

Статистическа 
значимост (p) 

Пациенти с линейно-кръстосана антигенна експресия vs пациенти с нормален фенотип 

CD4+CD33+CD34± 

vs 

CD4-CD33+CD34+ 

76,9 

 

22,2 

23,1 

 

77,8 

 

 

0,027# 

CD7+ CD33+CD34± 

vs 

CD7- CD33+CD34+ 

45,4 

 

31,2 

54,6 

 

68,8 

 

 

ns*  

CD56+CD13±CD14±CD15±CD33+ 

vs 

CD56-CD13±CD14±CD15±CD33+ 

55 

 

46,2 

45 

 

53,8 

 

 

ns*  

# 
При пациенти с линейно-кръстосана експресия на CD4 се установява статистически 

достоверно по-често висока експресия на WT1, в сравнение с пациентите с нормален 
фенотип (p=0,027).  

*
 статистически незначима стойност 
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 Анализът на данни показа, че при mациенти с линейно-кръстосана експресия 

на CD4 се установява статистически достоверно по-често висока експресия на 

WT1, в сравнение с пациентите с нормален фенотип (p=0,027). 

Табл. 11 WT1-експресия при пациенти под 60-годишна възраст с нормален 

фенотип спрямо болни с асинхронна антигенна експресия  

 WT1(+)  
пациенти % 

WT1(-)
  

пациенти % 

Статистическа 
значимост (p) 

Пациенти с асинхронна антигенна експресия vs пациенти с нормален фенотип 

CD34+CD33+CD14+ 

vs 

CD34+CD33+CD14- 

0 

 

41,2 

100 

 

58,8 

 

 

ns*  

CD34+CD33+CD15+ 

vs 

CD34+CD33+CD15- 

14,3 

 

57,1 

85,7 

 

42,9 

 

 

0,044# 

CD34+CD56+ 

vs 

CD34+CD33+CD13+CD14±CD15± 

50 

 

75 

50 

 

25 

 

 

ns*  

# 
 При Пациенти с асинхронна експресия на CD15 се установява статистически достоверно 

по-рядко експресия на WT1, в сравнение с пациентите с нормален фенотип (p=0,044).  

*
 статистически незначима стойност 

Беше установено, че бластите на пациенти с de novo ОМЛ и асинхронна 

експресия на CD15 експресират значително по-рядко WT1, в сравнение с бластите 

на пациенти с нормален фенотип (Fisher’s exact test, p=0,044). Пациенти с 

асинхронна експресия на CD15 по-често експресираха маркери с нисък 

цитогенетичен/молекулярен риск (Fisher’s exact test, p=0,020).  

Беше проведено изследване на експресията на WT1 в зависимост от фенотипа 

на бластната популация (млад vs зрял фенотип) при пациенти с de novo ОМЛ. Беше 

установена статистически достоверна корелация между експресията на WT1 и по-

младия левкемичен фенотип на бластните клетки [88,9% (8/9) vs 27,3% (3/11); 

Fisher’s exact test, p=0,010). Данните са представени в табл. 12. 
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Табл. 12 WT1-експресия в зависимост от фенотипа на бластна популация при 

пациенти с de novo ОМЛ 

Левкемичен фенотип WT1(+) 

пациенти % 

WT1(-)
 

пациенти % 

Статистическа 

значимост (p) 

Зрял фенотип  

[CD15(+); CD14(±); CD16(±)] 

27,3 72,7  

Млад фенотип  

[CD15(-); CD14(-); CD16(-)] 

88,9 11,1 0,010
*
 

* Левкемични бласти, притежаващи млад фенотип, експресират достоверно по-често WT1 
в сравнение с клетките с по-зрял фенотип (Fisher’s exact test, p=0,010). 

Експресия на ключови молекулярни маркери при пациенти с ОМЛ 

Този сравнителен анализ има за цел изясняване на някои възможни 

взаимодействия и зависимости между ключови гени, ангажирани в левкемогенезата 

и прогресията, които биха могли да обусловят определени особености в 

биологичното и клинично поведение на ОМЛ.  

1. Изследване на FLT3-ITD при пациенти с ОМЛ чрез RT-PCR 

Бяха изследвани пробите на 105 пациенти с de novo ОМЛ за наличието на 

FLT3-ITD. Медианата на възрастта на изследваните индивиди беше 51 години 

(обхват 19-76 години), като 80,9% (85/105) от болните бяха под 60-годишна 

възраст.  

Експресията на FLT3-ITD беше изследвана посредством RT-PCR (фиг. 9). 

Беше установено, че чувствителността на реакцията е 10-2. Наличието на този 

молекулярен маркер беше установено при 33,3% (35/105) от всички анализирани 

болни с de novo ОМЛ. Честотата на този маркер беше съответно 35,3% (30/85) и 

25% (5/20) при пациенти под и над 60-годишна възраст.  

Анализът показа, че наличието на FLT3-ITD се наблюдава статистически по-

често при пациенти с нормален кариотип (50%; 24/47) в сравнение с останалите 

заболели (11,8%; 4/34) – Fisher’s exact test, р=0,0003.  
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Фиг. 9 RT-PCR амплификация на FLT3 и.РНК при пациенти с ОМЛ.  

Получените фрагменти бяха анализирани чрез електрофореза в 2% агарозен гел, оцветен с етидиев 

бромид. Проба 1 представлява отрицателна контрола, докато проби 2-9 са получени от различни 

пациенти с ОМЛ. Високо-молекулният банд в проба 4 представлява FLT3-ITD (мутирал ген FLT3). 

При същия болен беше установена и експресия на нормалния ген FLT3. 

2. Изследване на eкспресията на сурвивин чрез RT-PCR при пациенти с ОМЛ  

Бяха изследвани пробите на 48 пациенти с de novo ОМЛ за експресия на 

сурвивин посредством RT-PCR. Медианата на възрастта на изследваните индивиди 

беше 51 години (обхват 19-76 години), като 68,8% (33/48) от болните бяха под 60-

годишна възраст.  

Експресията на сурвивин и неговите сплайс варианти (2B и-Ex3) беше 

изследвана посредством RT-PCR (фиг. 10). Беше установено, че чувствителността 

на RT-PCR е 10-3. Като вътрешна контрола беше използвана амплификацията на β-

актиновия ген.  

Див тип FLT3 

проба 4 - FLT3-ITD  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
 



Проучвания върху клинико-биологичната значимост на WT при пациенти с ОМЛ 

Страница 64 от 120 

 

Фиг. 10 RT-PCR амплификация на сурвивин и неговите сплайс варианти 

(сурвивин-2B и сурвивин-Ex3) при пациенти с ОМЛ.  

Получените фрагменти бяха анализирани чрез електрофореза в 2% агарозен гел, 
оцветен с етидиев бромид. Проби 1-3 представляват пациенти със свръхекспресия на гена, 
докато проби 5 и 6 представляват болни с нормална експресия на молекулярния маркер. 
Проба 4 е отрицателна. 

RT-PCR позволи идентифициране на отчетлив сигнал от амплификацията на 

сурвивин и.РНК при общо 58,3% (28/48) от изследваните пациенти и липса на 

амплификация при съответно 41,7% (20/48). Резултатите от проведения 

молекулярен анализ демонстрираха хетерогенност на установения сигнал. Беше 

направена полуколичествена оценка на продукта при отделните болни, които 

взависимост от въприетите критерии за оценка бяха разпределени в следните 

групи: болни с висока експресия 29,2% (14/48), болни с ниска експресия 29,2% 

(14/48) и болни с липсващ продукт на RT-PCR реакцията 41,7% (20/48). Като 

положителни бяха приети пробите на Пациентите, при които беше установена 

ниска или висока експресия на молекулярния маркер.  

 Честотата на установима експресия на сурвивин не показа значими различия в 

зависимост от възрастта, като свръхекспресията на гена беше установена при 57,6% 

(19/33) и 66% (9/15) при пациенти под- и над 60-годишна възраст.  
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3. Изследване на eкспресията на MDR1 чрез RT-PCR при пациенти с ОМЛ  

Изследвани бяха пробите на 39 пациенти с de novo ОМЛ за експресията на 

MDR1. Медианата на възрастта на изследваните индивиди беше 52 години (обхват 

27-72 години), като 76,9% (30/39) от болните бяха под 60-годишна възраст.  

Експресията на MDR1 беше изследвана посредством RT-PCR (фиг. 11). Като 

вътрешна контрола беше използвана амплификацията на β2-микроглобулиновия 

ген.  

В нашето проучване свръхекспресията на MDR1 беше установена при 56,4% 

(22/39) от всички пациенти с de novo ОМЛ, без разлика във възрастта на 

изследваните пациенти - 56,7% (17/30) при пациенти под и 55,5% (5/9) при 

пациенти над 60-годишна възраст. 

 

n-негативна контрола, проби 1, 2 и 4 – положителни,  проби 3, 5, 6 и 7 – отрицателни  

Фиг. 11 Експресия на MDR-гена, установена посредством RT-PCR 

4. Изследване на eкспресията на NF-kB протеин чрез WВ при пациенти с 

ОМЛ  

Изследвани бяха пробите на 25 пациенти с de novo ОМЛ за едновременната 

експресия на двата протеина. Медианата на възрастта на изследваните индивиди 

беше 53 години (обхват 32-72 години), като 68% (17/25) от болните бяха под 60-

годишна възраст.  

Експресията на NF-kB беше изследвана посредством WB (фиг.12). Експресията 

на този маркер се установява при 52% (13/25) от всички пациенти. Честотата на 

n 1 2 3 4 5 6 7 

 

MDR ген 

β2-микроглобулинов 

ген 
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NF-kB беше съответно 52,9% (9/17) и 50% (4/8) при пациенти под и над 60-годишна 

възраст.  

 

 

Проби 1 и 2 – отрицателни; 3, 4, 5 и 6 силно положителни (++/+++); 7, 8 и 9 слабо положителни 

(+). 

Фиг. 12 Установяване на експресията на NF-kB (p65 и р50) – субединици на NF-

kB, посредством WB  

Корелация на изследваните маркери с експресията на WT1 или wt1 при 

пациенти с ОМЛ към момента на поставяне на диагнозата 

На фиг. 13 са представени обобщени резултатите от изследванията за наличие 

на FLT3-ITD, определяне експресията на survivin и MDR1 посредством RT-PCR, 

представени взависимост от експресията на WT1, оценена посредством RT-PCR.  

На фиг. 14 е показана експресията на ключовия транскрипционен фактор 

NFkB, определена чрез WB, в зависимост от експресията на wt1. 

1. Корелация между наличието на FLT3-ITD и експресията на WT1  

Едновременната експресия на FLT3-ITD и WT1 беше изследвана при 80 

пациенти с de novo ОМЛ. Медианата на възрастта на изследваните индивиди беше 

51,5 години (обхват 22-76 години), като 73,8% (59/80) от болните бяха под 60-

годишна възраст.  

Анализът на едновременната експресия на WT1 и FLT3-ITD при всички 

пациенти с de novo ОМЛ показа тенденция към корелация между експресията на 

FLT3-ITD и високата експресия на WT1 (Fisher’s exact test, p=0,084). Беше 

p65 
p50 
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установено, че при пациенти с липсваща експресия на FLT3-ITD 57,9% (33/57) не 

експресират или слабо експресират WT1. При 65,2% (15/23) от FLT3-ITD 

положителните пациенти се установява висока експресия на WT1.  

Беше установена статистически достоверна корелация между наличието на 

FLT3-ITD и високата експресия на WT1 при пациенти с нормален кариотип 

(Fisher’s exact test, p=0,022). При пациенти с липса на FLT3-ITD 65% (13/20) не 

експресират или слабо експресират WT1. При 75% (12/16) от FLT3-ITD 

положителните пациенти се установява висока експресия на WT1.  

2. Корелация между експресията на гените сурвивин и WT1  

Едновременната експресия на сурвивин и WT1 беше изследвана при 44 

пациенти с de novo ОМЛ. Медианата на възрастта на изследваните индивиди беше 

52,5 години (обхват 25-76 години), като 65,9% (29/44) от болните бяха под 60-

годишна възраст.  

Анализът на данни показа, че липсва статистически значима връзка между 

експресията на сурвивин и високата експресия на WT1 към момента на поставяне 

на диагнозата (Fisher’s exact test, p=0,541).  

Статистически достоверна връзка между експресията на сурвивин и степента 

на експресия на WT1 не беше установена и при пациенти с нормален кариотип 

(Fisher’s exact test, p=0,178). 

3. Корелация между експресията на гените MDR1 и WT1  

 Бяха изследвани пробите на 35 пациенти с de novo ОМЛ за едновременна 

експресия на MDR1 и WT1. Медианата на възрастта на изследваните индивиди 

беше 54 години (обхват 27-72 години), като 74,3% (26/35) от болните бяха под 60-

годишна възраст.  

Анализът на данни показа, че липсва статистически значима корелация между 

степента на експресия на WT1- и експресията на MDR1 (Fisher’s exact test, p=0,167) 

– фиг. 13. 
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WT1(+) – ОМЛ пациенти с висока експресия на WT1 
WT1(-) – ОМЛ пациенти със слаба или липсваща експресия на WT1 

Фиг. 13 Схематично представяне експресията на MDR1, сурвивин и FLT3-ITD 

взависимост от експресията на WT1 

4. Корелация между експресията на NF-kB и wt1  

Пробите на 25 пациенти с ОМЛ бяха изследвани за едновременната експресия 

на wt1 и NF-kB. Беше установено, че при болни с липсваща експресия на NF-kB 

91,6% (11/12) от тях не експресират или слабо експресират wt1. Анализът на данни 

показа статистически достоверна корелация между експресията на NF-kB и 

високата експресия на wt1 (Fisher’s exact test, р= 0,011), като при 61,5% (8/13) от 

NF-kB (+) пациенти, беше установена висока експресия на wt1 (фиг. 14). 
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wt1(+) – ОМЛ пациенти с висока експресия на wt1 
wt1(-) – ОМЛ пациенти със слаба или липсваща експресия на wt1 

Фиг. 14 Схематично представяне експресията на NF-kB протеина 

взависимост от експресията на wt1 

Корелация между комбинираната експресия на WT1 или wt1 и изследваните 

ключови молекулярни маркери с клинико-лабораторни параметри при 

пациенти с ОМЛ към момента на поставяне на диагнозата 

1. Корелация между експресията на WT1 и наличието на FLT3-ITD при 

пациенти с нормален кариотип и основни клинико-лабораторни 

параметри 

Тъй като наличието на FLT3-ITD се установява предимно при пациенти с de 

novo ОМЛ и нормален кариотип, в настоящия анализ бяха включени само такива 

болни. В зависимост от наличието или липсата на FLT3-ITD и степента на 

експресия на WT1, пациентите бяха разпределени в четири групи. В табл. 13 са 

представени стойностите на лабораторните показатели взависимост от експресията 

на молекулярните маркери при четирите групи ОМЛ пациенти. 

  

8 

1 

5 

11 

0% 20% 40% 60% 80% 100% 

NF-kB (+) 

NF-kB (-) 

wt1(+) 

wt1(-) 



Проучвания върху клинико-биологичната значимост на WT при пациенти с ОМЛ 

Страница 70 от 120 

Табл. 13 Стойности на лабораторните показатели в зависимост от 

експресията на FLT3-ITD и WT1 при пациенти с de novo ОМЛ и нормален 

кариотип 

 FLT3-ITD(+)
. 

WT1(+)
.
 

FLT3-ITD(+)
.
 

WT1(-) 

FLT3-ITD(-) 

WT1(-) 

FLT3-ITD(-)
.
 

WT1(+) 

p 

Брой пациенти  12 4 13 7  

Брой левкоцити 
(10

9
/L) 

Медиана 

Обхват 

 

 

108,4 

6,2-298 

 

 

142,5 

37,9-211 

 

 

12,15 

0,95-66,1 

 

 

13,2 

2,1-98 

 

 

0,003
#
 

Хемоглобин (g/L) 

Медиана 

Обхват 

 

92,5 

68-123 

 

102 

82-127 

 

94 

54-109 

 

77 

63-101 

 

0,411 

 

Брой тромбоцити 
(10

9
/L) 

Медиана 

Обхват 

 

 

86,8 

25-313 

 

 

89,4 

50-155 

 

 

90 

12-177 

 

 

39 

15,7-105 

 

 

0,181 

ЛДХ (Е/л) 

Медиана 

Обхват 

 

1238 

518-4033 

 

1102,5 

406-2931 

 

560 

350-1420 

 

712 

341-2723 

 

0,167 

% бласти в костен 
мозък 

Медиана 

Обхват 

 

 

90,5 

58-100 

 

 

93 

92-96 

 

 

83,5 

40-99 

 

 

82 

40,5-98 

 

 

0,202 

% бласти в 
периферна кръв 

Медиана 

Обхват 

 

 

87 

37-100 

 

 

82 

44-87 

 

 

60 

0-90 

 

 

47 

20-84 

 

 

0,060
^ 

WT1(+) – пациенти с висока експресия на туморния ген на Wilms 

WT1(-) – пациенти със слаба или липсваща експресия на туморния ген на Wilms 

# 
Пациентите с FLT3-ITD(-)/WT1(-) имат значително по-нисък левкоцитен брой в 

сравнение с останалите болни (p=0,003).  

 ̂Пациентите с FLT3-ITD(-)/WT1(-)
 
имат тенденция към по-ниска бластна инфилтрация в 

периферната кръв в сравнение с останалите болни (р=0,060).  

Анализът на данни показа, че независимо от WT1-статуса, левкоцитният брой и 

степента на бластна инфилтрация в периферната кръв на пациентите с de novo 

ОМЛ статистически значимо зависят от наличието на FLT3-ITD (Fisher’s exact test, 

p=0,003). 
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2. Корелация между ко-експресията на WT1 и сурвивин при пациенти с de 

novo ОМЛ и основни клинико-лабораторни параметри 

В зависимост от експресията на сурвивин и WT1, пациентите бяха 

разпределени в четири групи. На табл. 14 са представени стойностите на 

лабораторните показатели взависимост от експресията на молекулярните маркери 

при четирите групи ОМЛ пациенти. 

Табл. 14 Стойности на лабораторните показатели в зависимост от 

експресията на сурвивин и WT1 при пациенти с ОМЛ 

 сурвивин(+)
. 
WT1(+)

.
 

сурвивин(+)
. 

WT1(-) 
сурвивин(-) 

WT1(-) 
сурвивин(-) 

.
WT1(+) 

p 

Брой пациенти  19 7 6 12  

Брой левкоцити (10
9
/L) 

Медиана 

Обхват 

 

14,1 

1,7-137 

 

31 

5,3-83 

 

83,1 

9-206 

 

29,75 

2,1-298 

 

 

0,123 

Хемоглобин (g/L) 

Медиана 

Обхват 

 

93 

49-145 

 

98 

57-111 

 

103 

69-157 

 

84 

54-113 

 

 

0,462 

Брой тромбоцити (10
9
/L) 

Медиана 

Обхват 

 

55,5 

19-223 

 

34 

7-177 

 

39 

17-90 

 

29 

9-264 

 

 

0,063
^
 

ЛДХ (Е/л) 

Медиана 

Обхват 

 

7781 

166-3982 

 

825 

545-3193 

 

1616 

406-3347 

 

1079 

300-4033 

 

 

0,445 

% бласти в костен мозък 

Медиана 

Обхват 

 

86 

25,5-98 

 

81 

47-96 

 

96 

84-100 

 

93 

57-100 

 

 

0,022
*
 

% бласти в периферна кръв 

Медиана 

Обхват 

 

53 

3-96 

 

78 

18-89 

 

87 

65-90 

 

70 

20-100 

 

 

0,036
*
 

*
 При пациенти с експресия на WT1 и сурвивин [WT1(+)/сурвивин(+)] се наблюдава 

статистически достоверно по-ниска бластна инфилтрация в костния мозък (p=0,022) и 
периферната кръв (p=0,036) към момента на поставяне на диагнозата в сравнение с 
останалите пациенти с ОМЛ. 
^
 При пациенти с експресия на WT1 и сурвивин [WT1(+)/сурвивин(+)] се наблюдава 

тенденция към по-висок тромбоцитен брой към момента на поставяне на диагнозата в 
сравнение с останалите пациенти с ОМЛ (p=0,063). 
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3. Корелация между ко-експресията на WT1- и MDR1 при пациенти с de novo 

ОМЛ и основни клинико-лабораторни параметри  

В зависимост от наличието или липсата на WT1- и MDR1, пациентите с de novo 

ОМЛ бяха разпределени в четири групи. Статистическият анализ на данните не 

показа наличие на достоверна корелация между експресията на WT1 и MDR1 и 

броя на левкоцити и тромбоцити, ниво на хемоглобин и ЛДХ, както и бластната 

инфилтрация в костния мозък и периферната кръв – табл. 15. 

Табл. 15 Стойности на лабораторните показатели в зависимост от 

експресията на MDR1 и WT1-гените при пациенти с ОМЛ 

 MDR(+). 

WT1(+). 

MDR(+). 

WT1(-) 

MDR(-) 

WT1(-) 

MDR(-) 
.WT1(+) 

p 

Брой пациенти  18 2 5 10  

Брой левкоцити (109/L) 

Медиана 

Обхват 

 

13,65 

1,7-144 

 

91,4 

5,3-177,5 

 

32 

30,9-65 

 

16,2 

4,3-196,5 

 

 

0,411 

Хемоглобин (g/L) 

Медиана 

Обхват 

 

96,5 

54-140 

 

108,5 

106-111 

 

60 

50-98 

 

88 

64-132 

 

 

0,053 

Брой тромбоцити (109/L) 

Медиана 

Обхват 

 

57 

7-223 

 

25,5 

17-34 

 

8 

5-100 

 

40 

8-264 

 

 

0,247 

ЛДХ (Е/л) 

Медиана 

Обхват 

 

781 

360-3982 

 

1235,5 

551-1920 

 

1044 

825-2931 

 

1239 

300-2777 

 

 

0,654 

% бласти в костен мозък 

Медиана 

Обхват 

 

88 

25,5-98 

 

71 

58-84 

 

52,5 

47-58 

 

78,5 

27-100 

 

 

0,335 

% бласти в периферна 
кръв 

Медиана 

Обхват 

 

 

66 

3-100 

 

 

76,5 

63-90 

 

 

73 

58-82 

 

 

44 

10-90 

 

 

 

0,210 
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4. Корелация между комбинираната експресия на wt1- и NF-kB протеина и 

основни клинико-лабораторни параметри при пациенти с de novo ОМЛ 

В зависимост от наличието или липсата на wt1- и NF-kB протеините, 

пациентите с de novo ОМЛ бяха разпределени в четири групи – табл. 16.  

Табл. 16 Стойности на лабораторните показатели в зависимост от 

експресията на NF-kB и високата експресия на WT1 при пациенти с ОМЛ 

 NF-kB(+). 

WT1(+). 

NF-kB(+). 

WT1(-) 
NF-kB(-) 
WT1(-) 

NF-kB(-) 
.WT1(+) 

p 

Брой пациенти  8 5 7 5  

Брой левкоцити (109/L) 

Медиана 

Обхват 

 

41,65 

1,7-144 

 

26,2 

4,3-37,9 

 

6,1 

3,9-36,2 

 

13,65 

7,1-51,2 

 

 

0,672 

Хемоглобин (g/L) 

Медиана 

Обхват 

 

101 

63-132 

 

95 

91-111 

 

89 

54-126 

 

92,5 

81-140 

 

 

0,713 

Брой тромбоцити (109/L) 

Медиана 

Обхват 

 

64,5 

25-189 

 

34 

7-100 

 

30 

7-177 

 

43,5 

36-223 

 

 

0,546 

ЛДХ (Е/л) 

Медиана 

Обхват 

 

781 

360-2073 

 

874 

300-2931 

 

710 

389-1298 

 

2196 

597-3982 

 

 

0,303 

% бласти в костен мозък 

Медиана 

Обхват 

 

89,5 

42-100 

 

86 

58-92 

 

57 

25,5-96 

 

93 

49-96 

 

 

0,086* 

% бласти в периферна 

кръв 

Медиана 

Обхват 

 

 

55 

20-100 

 

 

82 

63-90 

 

 

44 

3-89 

 

 

68 

50-80 

 

 

 

0,065* 

* При пациенти с липсваща или слаба експресия на WT1 и липсваща експресия на NF-kB 

[WT1(-)/NF-kB (-)] се наблюдава тенденция към по-ниска бластна инфилтрация в костния 

мозък (p=0,086) и в периферната кръв (p=0,065) в сравнение с останалите болни с ОМЛ. 
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Прогностична стойност на експресията на WT1 mRNA при пациенти с ОМЛ 

Възможното прогностично значение на експресията на WT1 към момента на 

поставяне на диагнозата беше оценено при анализа на болните с de novo ОМЛ, 

подложени на интензивна (в т.ч. високо-дозова) индукционна ПХТ по отношение 

на постигането на CR, наличието на RD, продължителността на OS и DFS. 

Интензивна индукционна ПХТ беше проведена при 44 от пациентите под 60-

годишна възраст, които бяха разделени в две групи: WT1 (+) пациенти, при които 

се установява висока експресия на WT1 и WT1 (-) болни, при които се установява 

ниска или липсваща експресия на молекулярния маркер.  Индукционната смъртност 

на пациентите, лекувани с конвенционална и високо-дозова индукционна терапия в 

НСБАЛХЗ, беше 22,7% (10/44). 

1. Прогностична стойност на експресията на WT1 mRNA за постигане на CR 

- CR беше постигната при 56,8% (25/44) от анализираните пациенти с de novo ОМЛ 

под 60-годишна възраст. При Пациенти с висока експресия на WT1 значително по-

рядко беше постигната CR след прилагане на конвенционална ПХТ, в сравнение с 

останалите болни [4/19 (21,05%) vs 15/25 (60%)]; Fisher’s exact test, p=0,014).  

Не беше наблюдавана статистически достоверна разлика, обаче, при постигане на 

CR между WT1 (+) пол. и WT1 (-) отр. пациенти след прилагане на конвенционална 

и високо-дозова индукционна терапия (52,6% vs 60%; Fisher’s exact test, p=0,421). 

2. Прогностична стойност на експресията на WT1 mRNA за 

продължителността на OS - След среден период на проследяване от 20 (5-64) 

месеца, при 70,6% (24/34) от изследваните пациенти с de novo ОМЛ под 60-

годишна възраст, независимо от постигането на CR или наличие на резистентно 

заболяване, настъпи летален изход. Изчислената медиана на OS беше 18,9 месеца 

(95% CI; 11,82 – 25,97 месеца). Летален изход беше регистриран при 57,9% (11/19) 

от WT1(-) и при 86,7% (13/15) от WT1(+) болни (Fisher’s exact test, p=0,128). 

Статистическият анализ на данни показа, че изчислената медиана на OS при WT1(-) 

пациенти е 29 месеца (95% CI; 10,15 – 47,90 месеца), докато при WT1(+) пациенти 

– 10,83 месеца (95% CI; 5,81 – 15,84 месеца) – фиг. 15. На 48-мия месец беше 

отчетена значимо по-продължителна OS при 34,7% от WT1 (-).болни в сравнение с 

13,3% от WT1(+) пациенти (log rank, p=0,027).  
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WT1 (-) пациенти – пациенти с ниска или липсваща експресия на WT1 

WT1 (+) пациенти – пациенти с висока експресия на WT1 

 

Фиг. 15 Изчислена обща преживяемост на пациенти с de novo ОМЛ в 

зависимост от степента на експресия на WT1, лекувани в НСБАЛХЗ 

 

3. Прогностична стойност на експресията на WT1 mRNA за 

продължителността на DFS - В хода на проследяването, беше регистриран 

рецидив при 72% (18/25) от пациентите с de novo ОМЛ, постигнали ремисия, като 

изчислената медиана на DFS беше 12 месеца (95% CI; 3,31–20,68 месеца). Рецидив 

беше установен при 60% (9/15) от WT1(-).и при 90% (9/10) от WT1(+) болни 

(Fisher’s exact test, p=0,179). Изчислената медиана на WT1(-).пациенти беше 14,7 
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месеца (95% CI; 9,5–19,9 месеца), докато при болните с висока експресия на 

маркера – 3,9 месеца (95% CI; 2,7-5,03 месеца). Анализът на данните показа 

наличие на тенденция към статистически достоверна разлика между двете групи 

заболели по отношение продължителността на DFS (log rank, p=0,099) – фиг. 16. 

Общата DFS на 48-мия месец беше съответно 31,5 % и 10% при WT1(-).и WT1(+) 

болни.  

 
 

WT1 (-) пациенти – пациенти с ниска или липсваща експресия на WT1 
WT1 (+) пациенти – пациенти с висока експресия на WT1 

 

Фиг. 16 Изчислената преживяемост, свободна от заболяване на пациенти с de 

novo ОМЛ под 60-годишна възраст в зависимост от степента на експресия на 

WT1 
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Прогностична стойност на експресията на останалите ключови молекулярни 

маркери при пациенти с ОМЛ 

Тъй като интензивната, както и високо-дозовата ПХТ можеше да бъде 

проведена единствено при пациентите под 60 годишна възраст, прогностичната 

стойност на ключовите молекулярни маркери беше изследвана само при тази 

пациентска кохорта.  

1. Прогностична стойност на експресията на останалите ключови 

молекулярни маркери за постигане на CR – Унивариационният анализ показа, че 

постигането на CR при прилагане на конвенционална ПХТ зависи от ниската или 

липсващата експресия на WT1 (Fisher’s exact test, p=0,014), липсата на FLT3-ITD 

(Fisher’s exact test, p=0,021) и наличието на цитогенетични или молекулярни 

аномалии, свързани с нисък риск (Fisher’s exact test, p=0,005) – табл. 17.  

Табл. 17 Статистическа значимост на различни молекулярно-цитогенетични 

маркери по отношение постигане на CR след прилагане на конвенционална 

ПХТ при пациенти с de novo ОМЛ 

CR 
 показател пациенти % показател пациенти % P 

WT1 (-) 15/25 60 WT1 (+) 4/19 21,05 0,014 

FLT3-ITD (-) 17/31 54,8 FLT3-ITD (+) 2/13 15,4 0,021 

сурвивин (-) 4/12 33,3 сурвивин (+) 6/15 40 ns 

NF-kB (-) 4/6 66,7 NF-kB (+) 0/5 0 ns 

нисък цитогенетичен 
риск 7/8 87,5 

всички 
останали 20/59 33,9 0,005 

 

2. Прогностична стойност на експресията на останалите ключови 

молекулярни маркери за продължителността на OS – Анализът на данни 

показа, че продължителността на OS зависи от липсващата или слаба експресия на 

WT1 (Fisher’s exact test, p=0,024), липсата на FLT3-ITD (Fisher’s exact test, 

p=0,0001) и наличието на цитогенетични или молекулярни аномалии, свързани с 

нисък риск (Fisher’s exact test, p=0,036) – табл. 18.  
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Табл.18 Статистическа значимост на различни молекулярно-цитогенетични 

маркери по отношение продължителност на OS при пациенти с de novo ОМЛ 

OS 

показател 
 

месеци 
(медиана) 

показател 
 

месеци 
(медиана) 

P 

WT1 (-) 

 

29 WT1 (+) 

 

10,83 0,024 

FLT3-ITD (-) 

 

14,17 FLT3-ITD (+) 

 

7,33 0,0001 

сурвивин (-) 

 

26,93 сурвивин (+) 

 

13,7 ns 

NF-kB (-) 

 

12 NF-kB (+) 

 

3 ns 

нисък  

цитогенетичен риск 

 

не е достигната 
всички 

останали 

 

10,83 0,036 

 

3. Прогностична стойност на експресията на останалите ключови 

молекулярни маркери за продължителността на DFS - Беше установено, че 

продължителността на DFS статистически достоверно се определя от липсата на 

FLT3-ITD експресия (Fisher’s exact test, p=0,002) – табл. 19.  

Табл.19 Статистическа значимост на различни молекулярно-цитогенетични 

маркери по отношение продължителност на DFS при пациенти с de novo 

ОМЛ 

DFS 

показател 
 

месеци 
(медиана) 

показател 
 

месеци 
(медиана) 

P 

WT1 (-) 

 

15,0 WT1 (+) 

 

3,9 ns 

FLT3-ITD (-) 

 

15,0 FLT3-ITD (+) 

 

4,4 0,002 

сурвивин (-) 

 

12,0 сурвивин (+) 

 

16,0 ns 

NF-kB (-) 

 

- NF-kB (+) 

 

- - 

нисък  

цитогенетичен риск 

 

16,0 
всички 

останали 

 

9,67 ns 
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Прогностична стойност на едновременната експресия на WT1 и наличието на 

FLT3-ITD при пациенти с ОМЛ 

Предвид наличието на неблагоприятна прогноза при пациенти с експресия на 

WT1 или FLT3-ITD, беше предположено, че болни с наличие на FLT3-ITD и/или 

висока експресия на WT1 ще имат по-лоша прогноза в сравнение с другите 

пациенти, при които не се установява експресия и на двата молекулярни маркера. 

Сравнени бяха две групи болни: в първата група бяха включени пациенти с 

липсваща експресия на FLT3-ITD и слаба или липсваща експресия на WT1 [WT1(-

)/FLT3-ITD(-)], а в другата – всички заболели, при които беше установена 

експресия на поне един от двата молекулярни маркера [WT1(+)/FLT3-ITD(+)] - 

табл. 20.  
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Табл. 20 Терапевтичен отговор при пациенти с ОМЛ в зависимост от 

експресията на WT1 и FLT3-ITD под 60-годишна възраст 

Показател Общо WT1(-) 

FLT3-ITD(-) 

WT1(+)  

FLT3-ITD(+) 

Статистическа 

значимост (p) 

Всички пациенти n (%) 44 21 (47,8) 23 (52,2)  

ID n (%) 10 (22,7) 3 (14,3) 7 (30,4) ns 

CR n (%) 25 (56,8) 14 (66,7) 11 (47,8) ns#  

RD n (%) 9 (20,5) 4 (19) 5 (21,7) ns 

Рецидив n (%) 18 (72) 8 (57,1) 10 (90,9) ns 

CCR* n (%) 7 (28) 6 (42,8) 1 (9,1) ns 

Летален изход* n (%) 24 (70,6) 10 (55,6) 14 (87,5) 0,063 

ID – индукционна смъртност при пациенти, провели конвенционална и високо-дозова ПХТ 

WT1(-)/FLT3-ITD(-) – пациенти с липсваща или слаба експресия на WT1 и липсваща 
експресия на FLT3-ITD 

WT1(+)/FLT3-ITD(+) – пациенти с висока експресия на WT1 и/или експресия на FLT3-ITD 
# 

При провеждане на конвенционална и високо-дозова индукционна терапия липсва 
значима разлика по отношение постигане на CR между двете пациентски кохорти. При 
провеждане само на конвенционална индукционна терапия CR се установява значително 
по-често при [WT1(-)/FLT3-ITD(-)] пациенти, в сравнение с останалите болни с ОМЛ 
[14/21 (66,7%) vs 5/23 (21,7%); Fisher’s exact test, p=0,0055].  
*
 при Пациенти, при които беше постигната пълна ремисия или беше регистрирано 

резистентно заболяване.  

 

Анализът на данни показа, че при провеждане на конвенционална и високо-

дозова индукционна терапия липсва значима разлика по отношение постигане на 

CR между двете пациентски кохорти. При провеждане само на конвенционална 

индукционна терапия CR се установява достоверно по-често при [WT1(-)/FLT3-

ITD(-)] пациенти, в сравнение с останалите болни с ОМЛ (Fisher’s exact test, 

p=0,0055).  

Летален изход беше регистриран при 55,6% (10/18) от WT1(-)/FLT3-ITD(-) и 

при 87,5% (14/16) от WT1(+)/FLT3-ITD(+) болни, при които беше постигната CR 

или беше установено резистентно заболяване (Fisher’s exact test, p=0,063). 

Продължителността на OS на двете пациентски групи е представена на фиг. 17. 
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WT1(-)/FLT3-ITD(-) – пациенти с липсваща или слаба експресия на WT1 и липсваща експресия на FLT3-ITD 

WT1(+)/FLT3-ITD(+) – пациенти с висока експресия на WT1 и/или експресия на FLT3-ITD 

Фиг. 17 Изчислената обща преживяемост на пациенти с de novo ОМЛ под 60-

годишна възраст в зависимост от експресията на WT1 и FLT3-ITD 

 

Рецидив беше установен при 57,1% (8/14) от WT1(-)/FLT3-ITD(-) и при 90,9% 

(10/11) от WT1(+)/FLT3-ITD(+) болни. Продължителността на DFS при двете 

пациентски кохорти е представена на фиг. 18. 
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WT1(-)/FLT3-ITD(-) – пациенти с липсваща или слаба експресия на WT1 и липсваща експресия на FLT3-
ITD 

WT1(+)/FLT3-ITD(+) – пациенти с висока експресия на WT1 и/или експресия на FLT3-ITD 

 

Фиг. 18 Изчислената преживяемост, свободна от заболяване на пациенти с de 

novo ОМЛ под 60-годишна възраст в зависимост от експресията на WT1 и 

FLT3-ITD 

 

Статистическите данни за продължителността OS и DFS при двете пациентски 

кохорти са представени в табл. 21. 
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Табл. 21 Статистически данни за продължителността OS и DFS при 

WT1(+)/FLT3-ITD(+) и WT1(-)/FLT3-ITD(-) пациенти с ОМЛ, лекувани в 

НСБАЛХЗ – София 

Показател WT1(-) 

FLT3-ITD(-) 

WT1(+)  

FLT3-ITD(+) 

Статистическа 
значимост  

(log rank; p) 

OS (месеци; обхват) 30 (4,9–55) 10,47 (8,3-12,6) 0,011 

DFS (месеци; обхват) 15 (10–19,9) 3,9 ( 2,2–5,5) 0,042 

 

WT1(-)/FLT3-ITD(-) – пациенти с липсваща или слаба експресия на WT1 и липсваща 
експресия на FLT3-ITD 

WT1(+)/FLT3-ITD(+) – пациенти с висока експресия на WT1 и/или експресия на FLT3-ITD 

Не беше наблюдавана статистически достоверна разлика между пациентите, двойно 
положителни за експресията на двата молекулярни маркера, и тези, експресиращи един от 
двата гена. 

Анализът на данни показва, че пациенти с поне една от двете молекулярни 

аномалии има значително по-неблагоприятен клиничен ход. При тези пациенти се 

наблюдава по-рядко постигане на CR след проведена конвенционална индукционна 

терапия, по-ниска продължителност на постигнатите ремисии и по-кратка OS. 

Регресионен анализ на Cox  

 Беше проведен регресионен анализ на Cox, посредством който беше оценено 

прогностичното значение на високата експресия на WT1, експресията на FLT3-ITD 

и наличието на нисък цитогенетичен/молекулярен риск по отношение на 

продължителността на OS. В таблицата са отразени единствено параметрите, които 

имат статистически достоверно прогностично значение за продължителността на 

OS при анализираните пациенти. Данните са представени в табл. 22. 
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Табл. 22 Прогностично значение на високата експресия на WT1 и експресията 

на FLT3-ITD по отношение продължителността на общата преживяемост 

при пациенти с новодиагностицирана ОМЛ, установено посредством 

регресионен анализ на Cox 

 Пациенти ≤60 години 

 p 95% CI 

WT1 (+) vs WT1 (-) 0,867  

Нисък цитогенетичен/молекулярен риск vs 
всички останали 

0,06 4,04  
(0,94 – 17,41) 

FLT3-ITD (+) vs FLT3-ITD (-) 0,001 3,3 

(1,59 – 6,8) 

  

Данните от табл. 22 показват, че WT1 губи самостоятелното си значение по 

отношение на продължителността на OS в присъствието на FLT3-ITD. Това 

наблюдение предполага, че високата експресия на WT1 опосредствява 

неблагоприятна прогностична роля на FLT3-ITD.  
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VV..  ООББССЪЪЖЖДДААННЕЕ  

Индуцирането на апоптоза е главният механизъм, посредством който 

цитостатичните препарати, използвани при лечение на пациенти с ОМЛ, 

оказват своя цитотоксичен ефект (Gorczyca et al, 1993; Bhalla et al, 1993). 

Незначителният терапевтичен отговор спрямо индукционната терапия или 

персистирането на резидуална болест се причинява от резистентността на 

левкемичните бласти спрямо апоптотичните сигнали в организма. 

Следователно, регулацията на апоптотични и антиапоптотични сигнални 

пътища има голямо клинично значение по отношение на постигане на ремисия 

или преодоляване на лекарствената резистентност. Множество молекули 

контролират процесите на клетъчна апоптоза, като една от тях е WT. 

В нашето проучване експресията на wt1 беше установена при 50% (21/42) 

от пациентите с ОМЛ. Силна експресия на белтъка беше регистрирана при общо 

28,6% (12/42). Посредством използването на друг методологичен подход - 

имунофлуоресцентно оцветяване с моно- и поликлонални анти-wt1 антитела е 

установена експресия на wt1 в клетъчните ядра при 50-63% от пациентите с 

остри левкемии (Menssen et al, 1995; Menssen et al, 1997) без да се наблюдава 

доловима реакция в ядрата на нормалните CD34 (+) хематопоетични стволови 

клетки.  

Други автори изследват експресията на wt1 посредством 

имунохистомични методи и установят наличието на белтъчния маркер при 40% 

от деца, страдащи от ОМЛ (Al-Adnani et al, 2007). Експресията на wt1 при деца, 

страдащи от остри левкемии, е много ниска (Kerst et al, 2008). Това вероятно 

може да бъде обяснено с по-ниската експресия на wt1 в детска възраст. От друга 

страна, транслирането на WT1 и.РНК в белтък вероятно се осъществява в 

значително по-ниска степен в сравнение с възрастните индивиди.  

Въпреки че данните за експресията на wt1, получени чрез имунологични 

методи, са много оскъдни, по правило честотата на протеиновата експресия на 

този маркер при пациенти с ОМЛ е значително по-ниска в сравнение с 

честотата на генна експресия, изследвана посредством RT-PCR методи.  
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В настоящото проучване при 42 пациенти с ОМЛ бяха измерени 

успоредно експресиите на wt1 и WT1, като сравнителният анализ показа много 

добра корелация (Pearson chi-square, p < 0,001) между резултатите на 

протеиново ниво и mRNA, получени съответно чрез WB и RT-PCR. 

Според други автори, обаче, експресията на wt1 корелира слабо с броя на 

WT1-транскриптите, което показва значителна вариация в експресията на wt1 

спрямо съответстващата експресия на WT1 и.РНК (Kerst et al, 2008). Например 

експресията на wt1 е по-ниска при пациенти с висока експресия на WT1 и.РНК, 

отколкото при пациенти със слаба експресия на WT1. Тези различия в данните 

от нашето проучване и тези на Kerst et al, 2008 биха могли да бъдат обяснени с 

ниския брой изследвани пациенти в детска възраст, голямата хетерогенност в 

детската пациентска група, включваща и болни с остра лимфобластна левкемия, 

както и наличието на значителна пост-транскрипционна регулация при деца, 

страдащи от левкемия.  

Според нашите данни експресията на WT1 се установява при 72,8% от 

изследваните пациенти. Висока експресия на молекулярния маркер се 

установява при 45,7%, докато ниска експресия – при 27,2% от Пациентите. 

Подобни данни са наблюдавани и от други изследователски колективи, които 

установяват експресия на WT1 при 68,1%-74,6% от пациентите с 

новодиагностицирана ОМЛ (Bergmann et al, 1997; Karakas et al, 2002; Schmid et 

al, 1997; Miwa et al, 1992). Посредством по-чувствителни методи като q-RT-

PCR, експресията на WT1 иРНК се установява при 89%-100% от възрастните 

пациенти с ОМЛ (Østergaard et al, 2004; Cilloni et al, 2002; Weisser et al, 2005) и 

при 77-78% от децата, страдащи от ОМЛ (Lapillonne et al, 2006; Shimada et al, 

2012).  

Различията, установени посредством имунологичните и молекулярни 

методи, могат да бъдат обяснени посредством различия в чувствителността на 

прилаганите методи и различия в използваните критерии за определяне на Wt1 

протеин/ WT1 ген експресията, както и вероятно наличие на пост-

транслационни модификации.  
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В зависимост от степента на експресия на WT1, острата миелоидна 

левкемия може да има различно биологично поведение. Затова ние 

съпоставихме експресията на WT1 с важни клинични и лабораторни 

характеристики на пациентите с ОМЛ. Подобно на други авторски колективи 

(Barragan et al, 2004; Karakas et al, 2002) ние не успяхме да установим 

значителни разлики между експресията на WT1 и основните клинико-

лабораторни характеристики при пациентите с ОМЛ.  

При пациентите с висока експресия на WT1, обаче, беше установена 

статистически достоверно по-висока бластна инфилтрация в периферната кръв 

към момента на поставяне на диагнозата, както и тенденция към по-висока 

бластна инфилтрация в костния мозък. Тези данни могат да бъдат обяснени 

посредством взаимодействието на WT1 и STAT3. Установено е, че WT1 

увеличава транскрипционната активност на STAT3 (Rong et al, 2006), което 

води до повишаване експресията на cyclin D1 and Bcl-xL и повишена клетъчна 

пролиферация на левкемичните бласти.  

Данните от настоящото проучване показват, че пациенти, чиито 

левкемични бласти са морфологично диференцирани (ОМЛ-М2 и ОМЛ-М5) 

експресират WT1 значително по-рядко в сравнение с останалите пациенти. 

Нашите данни корелират с тези, установени от други изследователски екипи 

(Karakas et al, 2002; Bergmann et al, 1997; Garg et al, 2003; Patmasiriwat et al, 

1996; Inoue et al, 1994; Weiser et al, 2005). По-ниски нива на експресия на WT1 

са установени и при деца, страдащи от ОМЛ-М5 (Im et al, 1999; Trka et al, 2001; 

Lapillonne et al, 2006). Тези данни потвърждават резулатите на Miwa et al, 1992, 

според които експресията на WT1 се установява предимно при морфологично 

незрели ОМЛ и експресията на този молекулярен маркер намалява в хода на 

диференциацията. Други изследователски екипи, обаче, не подкрепят наличието 

на такава корелация (Barragan et al, 2004; Østergaard et al, 2004).  

Нашите данни показват, че при пациенти с цитогенетични или 

молекулярни аномалии, свързани с нисък риск, достоверно по-рядко се 

наблюдава висока експресия на WT1 в сравнение с тези, свързани с 

интермедиерен или висок риск. Тези резултати се потвърждават и от други 
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изследователски екипи (Garg et al, 2003). При пациентите с добър или 

интермедиерен цитогенетичен риск високата експресия на WT1 е свързана с 

неблагоприятна прогноза. По този начин посредством изследване експресията 

на молекулярния маркер, може да бъдат идентифицирани високо-рискови 

пациенти, които спадат към цитогенетичните групи с нисък и интермедиерен 

риск. Други изследователски екипи (Barragan et al, 2004; Bergmann et al, 1997; 

Karakas et al, 2002;) обаче не откриват подобна закономерност. При деца с ОМЛ 

и нисък цитогенетичен риск се установява значително по-често висока 

експресия на WT1 (Shimada et al, 2012; Lapillonne et al, 2006). Също така, 

експресията на WT1 при пациенти с t(8;21) и KIT мутации е значително по-

ниска в сравнение с болните без KIT мутации. Причината за тези корелации все 

още не е напълно изяснена, като едно от възможните обяснения e наличието на 

различни изоформи на WT1 при пациентите с различен цитогенетичен риск. 

Установено е, че WT1 стабилизира митохондриалния мембранен потенциал и 

инхибира апоптозата при левкемичните бласти, като антиапоптотичната 

функция на гена се осъществява посредством неговите 17AA (+) изоформи 

[17AA(+)KTS(+) и 17AA(+)KTS(-)] – Ito et al, 2006. Същият изследователски 

колектив установява, че инхибирането на апоптозата от 17AA (+) изоформите се 

осъществява посредством потискане на експресията на проапоптотичния ген 

Bak, чрез който в митохондриите навлизат множество апоптотични сигнали.  

Друго възможно обяснение е, че комбинираното действие на AML1-ETO 

и високата експресия на WT1 води до развитието на левкемия при мишки 

(Nishida et al, 2006). Развитието на левкемията е стъпаловиден процес, при 

който синергичните ефекти на няколко генетични аберации водят до 

левкемична трансформация (с белези на повишена клетъчна преживяемост и 

пролиферация, инхибиране на диференциацията и геномна нестабилност) и 

развитие на левкемия (Passegue et al, 2003). Според Nishida et al, първоначално 

експресията на AML1-ETO засяга миелоидните прогенитори и потиска тяхната 

диференциация в зрели миелоидни клетки. Впоследствие експресията на WT1 

засяга по-незрели миелоидни прогенитори, потиска тяхната диференциация и 

по този начин улеснява развитието на левкемогенезата, причинена от AML1-
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ETO. Накрая синергичните ефекти на двете молекулярни аберации водят до 

трансформация на миелоидните прогенитори в малигнени клетки.  

По отношение на имунофенотипните характеристики на бластната 

популация, при пациенти с новодиагностицирана ОМЛ не беше установена 

корелация между експресията на WT1 и изследваните маркери. Статистически 

достоверна корелация беше установена между експресията на WT1 и по-младия 

левкемичен фенотип на бластните клетки, което предполага, че левкемичните 

бласти, експресиращи молекулярния маркер, са спрели своето развитие на един 

много ранен етап. Нашите данни показаха, че бластите на Пациенти с линейно-

кръстосана експресия на CD4 експресират значително по-често WT1, в сравнение с 

бластите на пациенти с нормален фенотип. Тези данни са в съответствие с 

резултатите на други изследователски колективи (Louache et al, 1994; Larson et al, 

1995). Според данните на тези изследователи ко-експресията на тези маркери се 

установява при 20-50% от пациентите с ОМЛ, като експресията на тези молекули 

върху неопластичните клетки повтаря експресията им върху нормалните клетки. 

Според резултатите от нашето проучване експресията на CD4 се установява върху 

левкемичните бласти с моноцитен произход, което потвърждава данните на 

японски изследователски колектив (Miwa et al, 1998). Други автори като Louache et 

al, установяват наличието на тази молекула върху миеломоноцитни прекурсори. 

Освен това, подобно на Miwa et al, 1998, данните от нашето изследване показват, че 

пациентите с ОМЛ, при които се установява CD4, имат значително по-

краткотрайна обща преживяемост в сравнение с останалите болни. Тези данни се 

потвърждават и при деца с ОМЛ (Smith et al, 1992).  

Беше установено, че пациенти с асинхроннна експресия на CD15 

експресират по-рядко WT1, в сравнение с бластите на пациенти с нормален 

фенотип. Това се дължи на факта, че при пациенти с асинхронна експресия на 

CD15 значително по-често се установява експресия на маркери, които са 

характерни за ниския цитогенетичен/молекулярен риск. 

Резултатите от настоящото проучване показват липса на статистически 

значима разлика в постигането на CR при WT1-положителни и WT1-

отрицателни пациенти с ОМЛ. Нашите резултати се потвърждават и от данните 

на други изследователски екипи (Schmid et al, 1997; Brieger et al, 1994). Според 
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други изследователски колективи, обаче, CR се постига значително по-рядко 

при Пациенти с висока експресия на WT1 (Bergmann et al, 1997; Garg et al, 2003; 

Inoue et al, 1994; Karakas et al, 2002). Тези различия биха могли да се дължат на 

различния начин на приложение на Цитозар (двукратно приложение vs 

продължителна инфузия), както и на прилагането на различни антрациклинови 

антибиотици в хода на индукционната терапия (Farmorubicin vs Daunorubicin) в 

НСБАЛХЗ и други лечебни заведения в Западна Европа. Степента на експресия 

на WT1 няма прогностична стойност за постигане на CR и при деца, страдащи 

от ОМЛ (Lapillonne et al, 2006; Shimada et al, 2012). 

Нашите данни показват, че високата експресия на WT1 има 

статистически значима роля върху продължителността на OS. Пациенти с 

липсваща или ниска експресия на WT1 имат значително по-продължителна OS 

в сравнение с WT1 положителните пациенти с ОМЛ. Тази корелация се 

установява единствено при групата от пациенти под 60-годишна възраст. 

Нашите данни се подтвърждават от резултатите на други изследователски екипи 

(Bergmann et al, 1997; Inoue et al, 1994; Garg et al, 2003; Karakas et al, 2002). 

Подобни резултати се установяват и при деца, страдащи от ОМЛ (Trka et al, 

2001). Според други автори, обаче, липсва статистически значима връзка между 

експресията на WT1 и OS (Schmid et al, 1997). При последното проучване не са 

взети под внимание различията в степента на експресия на WT1, което е и най-

вероятната причина за получаването на такива резултати. Някои автори 

съобщават, че високата експресия на WT1 към момента на поставяне на 

диагнозата води до по-продължителна OS (Miglino M et al, 2011). Авторите 

обясняват тези парадоксални резултати с тумор-супресорната роля на WT1, 

както и със стимулиращия ефект на молекулярния маркер върху левкемичния 

клетъчен цикъл, което вероятно е довело до повишена химиочувствителност на 

заболяването към прилаганата ПХТ. 

Данните за влиянието на експресията на WT1 върху продължителността 

на OS при деца с ОМЛ са противоречиви. Според някои автори високата 

експресия на маркера към момента на поставяне на диагнозата води до по-

краткотрайна преживяемост (Trka et al, 2002; Spanaki et al, 2007). Други 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miglino%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21942328
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изследователски колективи, обаче, не установяват статистически значима 

разлика в продължителността на OS и DFS в зависимост от степента на 

експресия на WT1 (Noronha et al, 2009). Различията в тези данни може да се 

дължат на различия в прилаганите терапевтични протоколи, както и на различия 

в броя на изследваните пациенти.  

По отношение на DFS, нашите данни не показват наличие на 

статистически значима корелация между високата експресията на WT1 и 

продължителността на DFS. Нашите резултати контрастират на данните, 

получени от други изследователски екипи (Inoue et al, 1994; Barragan et al, 2004; 

Garg et al, 2003; Trka et al, 2002). Анализирайки, обаче, групата на пациентите 

под 60-годишна възраст, беше наблюдавана тенденция към по-продължителна 

DFS при пациенти с ниска или липсваща експресия на молекулярния маркер. 

Едно от възможните обяснения за различните резултати между нас и другите 

изследователски екипи е прилагането на различни консолидиращи курсове, 

както и различната кумулативна доза на Цитозар (10 гр vs 18-54 гр), прилагана в 

НСБАЛХЗ и другите европейски лечебни заведения.  

Множество изследователски групи считат, че експресията на WT1 след 

проведената индукционна терапия има по-голямо прогностично значение, 

отколкото експресията на молекулярния маркер към момента на поставяне на 

диагноза при деца и възрастни пациенти с ОМЛ. Наличието на свръхекспресия 

на WT1 след проведена индукционна терапия води до повишен риск от рецидив 

и смъртен изход. Общата преживяемост е значително по-продължителна при 

пациенти с липсваща експресия на молекулярния маркер след проведената 

индукционна терапия в сравнение с останалите пациенти (Lapillonne et al, 2006; 

Shimada et al, 2012). Тези данни се потвърждават и от резултатите, получени при 

възрастни пациенти с ОМЛ (Inoue et al, 1996; Garg et al, 2003).  

Данните, представени до този момент, подсказват неблагоприятното 

прогностично значение на високата експресия на WT1 при пациенти с ОМЛ. 

Едно от обясненията за неблагоприятния прогностичен ефект на WT1 са 

данните на Yamagami et al, 1996, според които растежът на левкемичните 

бласти може да бъде подтиснат in vitro посредством намаляване количеството 
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на wt1 чрез прилагане на antisense олигодеоксинуклеотиди. В повечето случаи 

намалената експресия на WT1 води до намалена пролиферация на левкемичните 

бласти и бързо настъпване на апоптоза. По този начин експресията на WT1 

поддържа пролиферацията на левкемичните бласти. От друга страна експресия 

на WT1 в клетъчната линия К562 защитава клетките от апоптоза, причинена от 

прилагането на цитостатици, като доксорубицин и етопозид.  

Друго възможно обяснение за неблагоприятната прогностична роля на 

експресията на WT1 е нейното модулиране от множество фактори, като FLT3 

мутациите, сурвивин, NFkB, bcl2 и други.  

FLT3 представлява рецептор на тирозин киназа клас III, който участва в 

сигнални пътища, регулиращи процесите на пролиферация на клетките и 

инхибиране на апоптозата. FLT3-ITD са най-честите единични мутации, които 

се установяват при пациенти с ОМЛ, като тяхната честота варира между 13% и 

32% (Nakao et al, 1996; Kiyoi et al, 1999; Abu-Duhier et al, 2000; Kottaridis et al, 

2001; Stirewalt et al, 2001; Thiede et al, 2002; Frohling et al, 2002; Schnittger et al, 

2002; Steudel et al, 2003). Според нашите данни наличието на FLT3-ITD може да 

бъде установено при 32.7% от пациентите с ОМЛ. Беше установено, че 

левкоцитният брой и степента на бластна инфилтрация в периферната кръв 

статистически значимо зависят от наличието на FLT3-ITD. Тези данни могат да 

бъдат обяснени с активиране на JAK-STAT сигналната каскада от FLT3-ITD. 

Въпреки че не беше установена статистически значима връзка между 

експресията на FLT3-ITD и честотата на постигане на CR, липсата на този 

молекулярен маркер води до по-продължителна преживяемост на пациентите с 

ОМЛ. Тези наши данни потвърждават резултатите на други авторски колективи 

(Frohling et al, 2002; Kottaridis et al, 2001; Whitman et al, 2001). 

Беше наблюдавана значителна корелация между FLT3-ITD и висока 

експресия на WT1 при пациенти с нормален кариотип. Тези данни 

потвърждават резултатите на други авторски колективи (Barragan et al, 2004; 

Gaiger et al, 1998; Whitman et al, 2010; Shimada et al, 2012). Тъй като FLT3-ITD и 

WT1 са антиапоптотични молекулярни маркери, може да се предположи, че 

тяхната едновременна експресия  може да доведе до поява на пролифериращи 
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левкемични бласти с нарушена диференциация и потисната програмирана 

клетъчна смърт. С това може да бъде обяснено значително по-честото постигане 

на CR и по-дълготрайните OS и DFS при Пациенти, при които не са 

експресирани и двата молекулярни маркера, в сравнение с тези Пациенти, при 

които е налице тяхната експресия. 

При осем случая (34,8%) не беше установена експресия на WT1, въпреки 

наличието на FLT3-ITD. При тези пациенти също беше наблюдаван 

незначителен терапевтичен отговор. Липсата на WT1 експресия при наличие на 

FLT3-ITD може да бъде частично обяснена посредством наличие на мутации в 

WT1. Честотата на мутациите в WT1 при пациенти с ОМЛ варират около 10% 

(Summers et al, 2007; King-Underwood et al, 1996; Virappane et al, 2008; Paschka et 

al, 2008; Gaidzik et al, 2009; Renneville et al 2009; Thiede et al, 2008; Spinelli et al, 

2008; Hollink et al, 2009; Abbas et al, 2008). Мутациите засягат предимно екзон 7 

и 9 на WT1 и много рядко се наблюдават в комбинация с благоприятни 

хромозомни аномалии, като t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13q22) или 

t(16;16)(p13;q22). Тези мутации могат да се установят в комбинация с 

хромозомни отклонения, свързани с неблагоприятен цитогенетичен риск, като 

t(7;11)(p15;p15) – Chou et al, 2009.  

Според повечето изследователски колективи наличието на мутации в 

WT1 представлява неблагоприятен прогностичен фактор при пациенти с ОМЛ. 

Наличието на тези аномалии води до по-рядко постигане на CR и по-висока 

честота на химиорезистентно заболяване (Virappane et al, 2008). Пациентите с 

мутации в WT1 имат по-висок риск от настъпване на рецидив, което води до по-

краткотрайна DFS и OS. При провеждане на мултивариационен анализ, 

наличието на мутации в WT1 запазва своето независимо неблагоприятно 

прогностично значение. Според Paschka et al, въпреки че честотата на постигане 

на CR не се определя от наличието на молекулярните аномалии, пациентите с 

мутации в WT1 имат трикратно по-висок риск от настъпване на рецидив и 

летален изход отколкото останалите болни. При около 90% от пациентите с 

молекулярните аберации се наблюдава рецидив в рамките на 9 месеца след 

постигане на CR. При нито един от пациентите с WT1-мутации, при които е 
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регистрирано резистентно заболяване или е установен рецидив, не е постигнат 

клиничен успех с прилагане на високо-дозови спасителни терапевтични 

режими. Според други автори, обаче, при пациентите с мутации в WT1 и 

нормален кариотип не се установява по-висок риск от настъпване на рецидив, 

но при болни с наличие на мутации в WT1 и присъствие на FLT3-ITD се 

наблюдават по-краткотрайни DFS и OS (Gaidzik et al, 2009). Според някои 

автори е налице значителна корелация между наличието на FLT3-ITD и 

присъствието на мутации в WT1 при пациенти с ОМЛ (Gaidzik et al, 2009; 

Renneville et al, 2009). Тези данни, обаче, не се подкрепят от други 

изследователски колективи, които не установяват корелация между 

молекулярните аберации (Virappane et al, 2008; Paschka et al, 2008). 

Наблюдаваните различия между изследователските групи могат да бъдат 

обяснени с различните терапевтични протоколи, които се прилагат в различните 

хематологични центрове по света. Сравнявайки различните терапевтични 

протоколи, налице е съществена разлика по отношение на дозата на Цитозар, 

приложен в хода на консолидиращата терапия. При английските терапевтични 

протоколи кумулативната доза на Цитарабин е относително ниска (1-8 гр/м2) - 

Virappane et al, 2008. В американските хематологични центрове кумулативната 

доза на Ara-C е също относително ниска 13-25 гр/м2 (Pashka et al, 2008). В 

германските хематолигични болници прилаганата кумулативна доза на Цитозар 

е висока 18-54 гр/м2, като повечето пациенти получават цитостатика в дози, 

надхвърлящи 36 гр/м2. Тези данни подсказват, че негативното прогностично 

значение на мутациите в WT1 може да бъде преодоляно чрез прилагане на 

консолидираща терапия, включваща приложение на високи дози Цитозар, 

особено в групата пациенти с ОМЛ, при които не се установява FLT3-ITD. 

Честотата и прогностичното значение на мутациите в WT1 са изследвани 

и при деца с ОМЛ (Hollink et al, 2009; Miyagawa et al, 1999; Willasch et al, 2009). 

Общата честота на мутациите при децата с ОМЛ е била 12%, което е сходно с 

възрастните пациенти. Честотата на мутациите, обаче, при деца с ОМЛ и 

нормален кариотип е 22%, което е по-високо в сравнение с възрастните 

индивиди. Наличието на WT1-мутации при деца с ОМЛ води до по-висока 
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експресия на WT1 (Staffas A et al, 2011), както и до по-висок риск от рецидив и 

по-краткотрайни DFS и OS. Тези данни, обаче, не се потвърждават от други 

изследователски колективи (Pollard et al, 2008; Ho et al, 2010; Staffas A et al, 

2011). Наблюдавана е и значителна корелация между присъствието на FLT3-

ITD и наличието на молекулярни аберации в структурата на WT1, като 

наличието на двете молекулярни аномалии е довело до изключително 

неблагоприятен ход на заболяването (Hollink et al, 2009). Според някои автори 

мутациите в WT1 губят своята неблагоприятна прогностична стойност в 

присъствието на FLT3-ITD (Pollard et al, 2008; Ho et al, 2010; Staffas A et al, 

2011). Децата с ОМЛ, при които се установяват мутации в WT1, но липсва 

FLT3-ITD, имат сходна продължителност на DFS и OS в сравнение с 

пациентите, при които не се установяват и двете молекулярни аберации. 

Наличието на FLT3-ITD и/или висока експресия на WT1 към момента на 

поставяне на диагнозата е неблагоприятен прогностичен белег. Установяването 

на двата молекулярни маркера (WT1 и/или FLT3-ITD) може да се окаже важно 

за установяване на ОМЛ пациенти с висок риск, при които е необходимо да 

бъдат приложени по-интензивни терапевтични стратегии.  

В нашето проучване експресията на MDR1-гена беше установена при 

56,4% от всички пациенти с de novo ОМЛ. Резултатите от това проучване 

подкрепят данните на други изследователи (Balacenko et al, 2002; Генова, М., 

Балаценко, Г., 2003). Нашите данни не показаха статистически достоверна 

корелация в експресията на WT1- и MDR-гените. Според други авторски 

колективи, обаче, съществува значителна корелация в експресията на WT1- и 

MDR1-гените (Galimberti et al, 2004; Xu et al, 2008). Вероятното обяснение за 

тези наблюдавани различия е в прилагането на различни техники за изследване 

на молекулярните маркери (RT-PCR vs q-RT-PCR). 

 Нашите данни показват статистически достоверна корелация между 

експресията на NFkB и силната експресия на Wt1. NF-kB представлява 

транскрипционен фактор, който най-често се разполага в клетъчната 

цитоплазма под формата на неактивен хетеротример, състоящ се от три 

субединици: 50, 65 и IkBa. Експресията на NF-kB води до клетъчна 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Staffas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21967978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Staffas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21967978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Staffas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21967978
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резистентност спрямо действието на различни цитотоксични вещества. 

Експресията на NF-kB беше регистрирана при 52% от пациентите с ОМЛ, като 

експресията на NF-kB и високата експресия на Wt1 беше наблюдавана при 32% 

(8/15) от Пациентите. Липсата на експресия на Wt1 при наличие на NF-kB се 

установява при 38,4% (5/13) от NF-kB положителните пациенти, което може да 

бъде частично обяснено с наличие на мутации в WT1. Въпреки ниския брой на 

изследваните пациенти, едновременната експресия на Wt1 и NF-kB 

представлява неблагоприятен прогностичен белег, водещ до постигането на CR 

при едва 12,5% (1/8) от пациентите с ОМЛ. Доколкото е известно, това е 

първото проучване, макар и проведено върху ограничен брой пациенти с ОМЛ, 

при което се установява връзка между експресиите на тези протеинни маркери. 

Едновременната експресия на NF-kB и високата експресия на Wt1 може да се 

обясни с наличието на свързващи места за р50 и р65 субединиците на NF-kB в 

областта на промотора на WT1 (Dehbi et al, 1998). Регулацията на експресията 

на промотора на WT1 е комплексна. Установено е, че експресията на промотора 

на WT1 може да бъде регулирана от синергичното действие на NF-kB и други 

транскрипционни фактори, като Sp1, GATA-1, Pax-2 и Pax-8 (Wu et al., 1995; 

Dehbi et al., 1996; Cohen et al., 1997).  

 Бортезомибът (PS-341, Velcade®) представлява протеозомен инхибитор, 

който оказва антипролиферативен и проапоптотичен ефект, блокира клетъчното 

делене във фаза G2 и инхибира експресията на WT1 в някои клетъчни линии 

(Galimberti et al, 2008). Първоначалните проучвания показаха, че чувствителни 

на действието на Бортезомиб са левкемичните бласти, които имат 

миеломоноцитна диференциация (Riccioni et al, 2007). Впоследствие се 

установило, че Бортезомиб инхибира Sp1/NF-kB сигнална верига, което води до 

намаляване активността на ДНК-метилтрансферазата (Liu et al, 2008). 

Прилагането на Бортезомиб води до инактивиране на експресията на NF-kB и 

WT1 in vitro в клетките на клетъчна линия P39 с произход хронична 

миеломоноцитна левкемия (Galimberti et al, 2008). Комбинацията между 

Бортезомиб и вориностат води до синергично инхибиране експресията на WT1 в 

клетъчни линии P39 и MO7-e с произход мегакариобластна левкемия. 
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Комбинацията между Бортезомиб и ITF2357 (също инхибитор на хистон 

деацитилазата) не потиска експресията на NF-kB, но води до намалена 

експресия на WT1 в клетките на клетъчна линия P39 (Savli et al, 2008). 

Прилагането на Бортезомиб в комбинация с панобиностат (инхибитор на хистон 

деацитилазата) in vitro има синергичен ефект и води до потискане на bcl-2, 

вероятно чрез инхибиране NF-kB сигналната верига при адриамицин 

резистентна HL60 клетъчна линия и проби от пациенти с рефрактерна ОМЛ 

(Jiang XJ, et al, 2012). Подобни резултати са наблюдавани и при прилагането на 

Бортезомиб и белиностат, който също е инхибитор на хистон деацитилазата 

(Day et al, 2011). Авторските колективи, оглавявани от Jiang XJ и Day, не са 

проучили експресията на WT1 при комбинираното приложение на Бортезомиб и 

панобиностат/белонистат, но би могло да се предположи, че синергичното 

действие на тези препарати ще доведе до понижаване експресията на WT1. 

 При потвърждаване на тези резултати in vivo би могло да се предположи, 

че прилагането на Бортезомиб в комбинация с инхибитори на хистон 

деацитилазата и стандартна полихимиотерапия, включваща цитозар и 

антрациклини, би могло да бъде нова терапевтична стратегия при лечението на 

пациенти с ОМЛ и висока експресия на WT1 към момента на поставяне на 

диагнозата.  

 Понастоящем в клиничните центрове по целия свят се провеждат 

множество проучвания върху пациенти с ОМЛ, като част от лечението на тези 

пациенти включва прилагането на Бортезомиб. 

 Беше проведен унивариационен анализ върху множество параметри, като 

цитогенетични отклонения, експресия на FLT3-ITD, WT1, сурвивин, MDR1 и 

NF-kB, които имат статистически значима роля за продължителността на OS и 

DFS. Според нашите данни липсващата или слаба експресия на WT1, както и 

липсата на FLT3-ITD, имат статистически значима роля за продължителността 

на OS при пациенти под 60-годишна възраст. Също така беше наблюдавана и 

тенденция за по-продължителна DFS при пациенти с ниска или липсваща 

експресия на WT1 под 60 годишна възраст. Вероятно, поради малкия брой на 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jiang%20XJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22863538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jiang%20XJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22863538
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изследваните пациенти и недостатъчно интензивна консолидираща терапия, не 

беше достигната статистическа значимост.  

 Накрая на дисертационния труд, беше проведен Cox регресионен анализ, 

посредством който беше оценено прогностичното значение на високата 

експресия на WT1 и експресията на FLT3-ITD за продължителността на OS. В 

комбинация с FLT3-ITD, високата експресия на WT1 губи своето независимо 

неблагоприятно прогностично значение. Вероятно, неблагоприятното 

прогностично значение на FLT3-ITD до голяма степен се опосредства чрез 

високата експресия на WT1 при Пациентите под 60-годишна възраст. От друга 

страна, експресията на WT1 би могла да бъде използвана като маркер на МРБ, 

при пациенти с наличие на FLT3-ITD. 

  



Проучвания върху клинико-биологичната значимост на WT при пациенти с ОМЛ 

Страница 99 от 120 

VVII..  ООББООББЩЩААВВААЩЩИИ  ИИЗЗВВООДДИИ  
 

1. Експресията на WT1 следва да се приеме за биомаркер, който отграничава 

левкемичните от нормални хемопоетични клетки, тъй като се установява при 

над 70% от пациентите с ОМЛ към момента на поставяне на диагнозата, при 

липсваща  експресия в периферната кръв и костния мозък на здрави индивиди. 

2. Тъй като е налице много добра корелация между експресията на WT1 и wt1, в 

клиничната практика за оценка на биомаркера могат да се използват както 

имунологични, така и молекулярни методи с еквивалентна информативност.   

3. Високата експресията на WT1 корелира с незрял и аберантен фенотип на 

левкемичните бласти и висока степен на ангажиране на костния мозък и 

периферната кръв 

4. Установената корелация между Експресията на WT1 и тази на NF-kB, както и 

наличие на FLT3-ITD, предполага директно или индиректно взаимодействие на 

биомаркерите помежду им или участието им в общи пътища на сигнална 

трансдукция. Липсата на корелация с други молекулярни аномалии с доказана 

неблагоприятна прогностична значимост (сурвивин и MDR1) предполага 

особености в биологията на заболяването и вариации в механизмите на 

левкемогенезата.  

5. Експресията на WT1 може да бъде използвана като метод за риск-

стратифициране на пациентите с ОМЛ с цел индивидуализиране на 

терапевтичния подход. Пациентите с ниска или липсваща експресия на 

молекулярния маркер имат по-благоприятен клиничен ход на заболяването, 

свързан с по-висока честота на постигане на CR след приложение на 

конвенционална химиотерапия, по-продължителни OS и DFS. Високата 

експресия на WT1 към момента на поставяне на диагнозата налага по-често 

използване на интензивни индукционни терапевтични режими.  

6. WT1 няма независима неблагоприятна прогностична роля при пациентите с 

ОМЛ. Този маркер опосредства прогностичното значение на други гени или 

протеини, които участват в процесите на малигнена трансформация.  
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