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Krzysztof Mrózek et al. Blood 2007;109:431-448 



WT1 (Wilms tumor gene)  

11p13    

Barragan E et al., Haematologica  2004; 89: 926–33.   

 Candoni et al, 2009 



BAALC  (Brain and acute leukemia, cytoplasmic) 
8q22.3   

N=200 

Najima et al., 2010 

Сравнительный мониторинг экспрессии BAALC (слева)  
и транслокации t (8;21) (справа) 

  

Franzoni et al., 2012 



EVI1 (Ecotropic viral integration site 1 )  

Khosrovani et al., Blood. 2003 Feb 1;101(3) 

3q26.2   
Мониторинг МОБ с помощью EVI1 

ОМЛ t(3;3), del(7) 

ОМЛ inv(3), del(7) 

Weisser et al., Cancer Genetics and Cytogenetics 177 (2007) 



PRAME (Preferentially expressed antigen in melanoma) 

22q11.22  

Christina A. Ortmann et al.,  
Ann Hematol (2008) 87:809–818 

Сравнительный мониторинг экспрессии PRAME  
и транслокации t(15;17)  (ОМЛ, М3) 

Сравнительный мониторинг экспрессии PRAME  
и WT1  (ОМЛ, М4) 

Matsushita et al,. Br J Haematol, 2001 Mar;112(4):916-26.  

N=26 



Цель работы 
Разработать панель экспрессионных маркеров ОМЛ и оценить 

ее информативность в оценке развития 
посттрансплантационных рецидивов 

Задачи 
1.   Исследовать уровень экспреcсии маркеров (WT1, BAALC, PRAME, 

EVI1)  в периферической крови и костном мозге здоровых доноров.  
 
2.   Проанализировать уровни экспрессии генов WT1, BAALC, PRAME, 

EVI1 в пробах кДНК пациентов исследуемой выборки до и после 
проведения ТКМ методом количественной ПЦР в режиме реального 
времени 

 
3.     Изучить прогностическую значимость исследуемых экспрессионных 
маркеров  для оценки вероятности развития рецидива заболевания в 
посттрансплантационном периоде у пациентов с ОМЛ 



 
Количество пациентов (N) – 108 

 
Мужчин - 57 (52%)                            Женщин 51 - (48%) 

 
Возраст – 27 (2-60) лет 

 
Период наблюдения - 6 (1-47) мес 

 
FAB классификация: 
 
 М0  - 6    (5,6%) 
 М1  - 18  (16.7%) 
 М2  - 21  (19,4%) 
 М3  - 2    (1,9%) 
 М4  - 33  (30.5%) 
 М5  - 23  (21.3%) 
 М6  - 1    (0.9%) 
 М7  - 4    (3.7%) 
    

Характеристика выборки пациентов  
с ОМЛ, которым выполнена трансплантация  

гемопоэтических стволовых клеток (2010-2014 гг) 

Виды алло ТГСК 

Родственная – 19  (18%) 
 
Неродственная – 73  (67%) 
 
Гаплоидентичная  - 16 (15%) 

Совместимость 

Полная – 74  (69%) 
 
Частичная – 18  (16%) 
 
Гапло  - 16 (15%) 



Характеристика выборки пациентов с ОМЛ при аллоТГСК 
(2010-2014 гг)  N108 

Профилактика острой РТПХ: 
CsA+MMF 3 

ATGAM+CsA+MTX 2 

ATGAM+MTX+TX+MMF 2 

ATGAM+TX+MMF 2 

ATGAM+TX+MTX 5 

CsA+Mtx 8 

CsA+Tx+Sir 2 

CsA+ATGAM+MMF+Cy 2 

Cy+CsA (+ моноциклофосфан,  
+ моноциклоспорин) 6 

Cy+CsA+MMF 1 

Cy+Tx+MMF 7 

Cy+Tx+Mtx 1 

Cy+Tx+Sir 1 

MMF+Cy+Tc 18 

MMF+Tc 8 

MMF+мабтера+campas 1 

Mtx+MMF+Tc 1 

Mtx+Tc 22 

Tc+Cy 1 

Tc+Cy+Rap (+MMF) 4 

Tc+Cy+Sir(+MMF) 6 

Tc+Sir 2 

Mtx+Tx 1 

Режим кондиционирования: 

Миелоаблативный – 46 (43%) 
 
Немиелоаблативный – 62 (57%) 

Статус заболевания перед ТГСК 
Ремиссия 1 – 52  (48%) 
 
Ремиссия 2 и 3 – 22  (20%) 
 
Вне ремиссии  - 34 (32%) 

Профилактика рецидива (ИДЛ) 

Да – 20 (19%) 
 
Нет – 88 (81%) 



Материалы и методы 
Оценка уровней экспрессии генов WT1, EVI1, BAALC и PRAME 

методом РТ-ПЦР  

1.  Разработан метод количественной ПЦР в режиме реального времени для определения уровней 
экспрессии генов WT1, EVI1, BAALC и PRAME в режиме мультиплекс относительно референсного гена 
ABL; 

2.  Исследованы уровни базальной экспрессии генов WT1, EVI1, BAALC и PRAME в пробах кДНК 
периферической крови (N=10) и костного мозга (N=10) здоровых доноров, выявлены пороговые 
значения экспрессии для пациентов с ОМЛ 

ABL 

PRAME 

BAALC 

НИИ Детской онкологии, гематологии и трансплантологии им. Р.М. Горбачевой при Первом Санкт-Петербургском 
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Результаты 

PB BM 

Уровень экспрессии гена PRAME у 
здоровых доноров (костный мозг и кровь) 

Уровень экспрессии гена BAALC у 
здоровых доноров (костный мозг и кровь) 

p=0.26  
(Mann-Whitney U Test) 

p=0.322 
(Mann-Whitney U Test) 

Уровень экспрессии гена WT1 у здоровых 
доноров (костный мозг и кровь) 

p=0.023  
(Mann-Whitney U Test) 

PB BM PB BM 

Уровень экспрессии гена EVI1 у здоровых 
доноров (костный мозг и кровь) 

p=0.019  
(Mann-Whitney U Test) 

PB BM 



Расчет пороговых значений экспрессии в зависимости от чувствительности и 
специфичности методов ее детекции, определенных относительно референтных 

методов 
Уровень экспрессии гена PRAME у здоровых 

доноров 
Уровень экспрессии гена BAALC у здоровых 

доноров  

Уровень экспрессии гена WT1 у здоровых 
доноров Уровень экспрессии гена EVI1 у здоровых 

доноров  

Пороговое значение 250 
Чувствительность =0,54 
Специфичность=0,77 

Пороговое значение 15 
Чувствительность =0,4 
Специфичность=0,82 

Пороговое значение 500 
Чувствительность =0,43 
Специфичность=0,97 

Пороговое значение 10 
Чувствительность =0,5 
Специфичность=0,37 



Ассоциация гиперэкспрессии исследуемых генов с FAB 
вариантом ОМЛ 



Взаимосвязь гиперэкспрессии исследуемых 
 генов с другими молекулярными маркерами ОМЛ 
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Влияние режима кондиционирования на снижение  
экспрессии исследуемых маркеров в 
 посттрансплантационном периоде  



Изменения экспрессии генов 
 BAALC, WT1, EVI1, PRAME на фоне ТКМ  

BAALC EVI1 

WT1 PRAME 

p>0.05 



Общая выживаемость пациентов с ОМЛ  
в зависимости от гиперэкспрессии гена WT1 

После ТКМ До ТКМ 

p=0.13 p=0.05 



Влияние повышения уровня экспрессии генов после ТКМ  
относительно значения до ТКМ (на фоне ремиссии заболевания) 

WT1 PRAME 

BAALC EVI1 

p=0.011 p>0.05 

p>0.05 p>0.05 

до 1 log 

oт 1 до 2 log 

более 3 log 



Соотношение количества бластных клеток в костном могзге и 
гиперэкспрессии исследуемых генов 

WT1 и бласты EVI1 и бласты 

BAALC и бласты PRAME и бласты 

R=0.28 p<0.0001 R=0.03 p=0.62 

R=0.25 p<0.00001 
R=0.06 p=0.13 



Исследование взаимосвязи уровня 
 экспрессии химерных генов и  

гиперэкспрессии исследуемых генов 
WT1 и хим. ген 

R=0.266 p=0.01 

BAALC и хим. ген PRAMEи хим. ген 

R=0.27 p=0.0001 

R=0.21  p=0.003 



Выявление уровня экспрессии  
химерных транскриптов при экспрессии  

WT1, BAALC, PRAME ниже порогового уровня 

Investigation of Investigation of WT1WT1 as a potential MRD target in AMLas a potential MRD target in AML

*
*

*
*

*

*
1.Ogawa et al. 

2. Osborne et al. 

3. Østergaard et al. 

4-7. Unpublished. 

8. Cilloni et al.

9. Van Dijk et al. 

Willasch et al, Leukemia 2009; 23: 1472-9

Cilloni et al, J Clin Oncol 2009, 27: 5195-201

AML

Normal BM

86%



Исследование взаимосвязи уровня 
 донорского химеризма и гиперэкспрессии  

исследуемых генов 
WT1 и уровень донорского химеризма 

R=-0.18 p=0.0006 

EVI1 и уровень донорского химеризма 

R=-0.26 p=0.0003 

BAALC и уровень донорского химеризма 

R=-0.21 p=0.00001 

PRAME и уровень донорского химеризма 

R=-0.12, p=0.01 



Информативность экспрессионных маркеров рецидива у 
пациентов с ОМЛ после аллоТГСК со снижением уровня 

донорского химеризма более, чем на 10% в 
посттрансплантационном периоде (n=25) 

1 (4%) 

BAALC 

PRAME 

WT 

EVI 

6 (24%) 

1 (4%) 

4 (16%) 
2 (8%) 

3 (12%) 

No expr.  
marker 

2 (8%) 

1 (4%) 

5 (20%) 

WT1 – 15 (60%) 
PRAME – 6 (24%) 
BAALC – 16 (64%) 
EVI1 – 7 (28%) 
нет маркера – 2 (8%) 



Case report 
Пациент B  (пол – м, 26 лет) НК ОМЛ, М1 FAB вариант,  

Проведена аллогенная родственная трансплантация в 1 ремиссии, RIC 
Наличие молекулярных аберраций: ОТРИЦ 

 

Экспрессионные маркеры: WT+/PRAME+ 

Cut-off PRAME 

ТКМ 

Cut-off WT1 
Cut-off BAALC 



Изменение профиля экспрессии генов на фоне развития  
посттрансплантационных рецидивов  



Исследование информативности  
экспрессионных маркеров  

для оценки риска развития рецидива ОМЛ 

WT1 после ТКМ WT1 до ТКМ 

P=0.009 P=0.18 

есть гиперэкспрессия есть гиперэкспрессия 

нет гиперэкспрессии 

нет гиперэкспрессии 



Исследование информативности  
экспрессионных маркеров для оценки  

риска развития рецидива ОМЛ 

BAALC после ТКМ BAALC до ТКМ 

p=0.027 p=0.57 

есть гиперэкспрессия 
есть гиперэкспрессия 

нет гиперэкспрессии 

нет гиперэкспрессии 



et al. reported that BAALC expression level correlated signifi-
cantly with RUNX1-RUNX1T1 fusion transcription level,
myeloid blast counts in bone marrow, and LDH level at diag-
nosis in 62 patients with t(8;21) (25). This indicates that
higher BAALC expression at pretreatment stage was associ-
ated with a higher burden of malignancy and may indicate a
poor prognosis. Another study reported a correlation between
BAALC expression and fusion transcripts. RUNX1-RUNX1T1
and BCR/ABL1 transcripts showed a tendency for a correla-
tion with BAALC expression levels, but PML-RARA did not
(16). In our small cohort, RUNX1-RUNX1T1 RQ-PCR data
of 34 patients were available at diagnosis; we identified sig-

nificantly positive correlation between RUNX1-RUNX1T1
RQ-PCR and BAALC expression levels at diagnosis. In the
previous reports, the negative prognostic meaning of long-
lasting RQ-PCR transcripts of RUNX1-RUNX1T1 after com-
pletion of consolidation chemotherapy or HSCT has been
reported (26–28). Therefore, greater numbers of samples and
longer-term follow-up monitoring of more markers, including
BAALC, WT1, and transcripts of RUNX1-RUNX1T1, should
be used in the future studies. These may represent an impor-
tant tool for detection of MRD.
For BAALC cutoff level, previous large studies generally

dichotomized patients based on the median BAALC expres-

A B

Figure 2 OS, EFS, and CIR rates according to

BAALC and WT1 expressions at post-HSCT. (A)

Higher BAALC expression at post-HSCT

showed inferior OS, EFS, and higher CIR rates

after HSCT. (B) Higher WT1 expression at post-

HSCT showed inferior OS, EFS, and higher CIR

rates after HSCT.
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Общая выживаемость и вероятность развития рецидива 
на фоне гиперэкспрессии генов WT1 и BAALC 

Yoon et al, EJH 91 (112-121) 



Исследование значимости серийного мониторинга исследуемых 
генов для оценки риска развития рецидива ОМЛ 

Клинико-
гематологически
й рецидив (Д+) 

 Дни до 
рецидива 

Гиперэкспр
ессия EVI1 
выявлена 
на Д+ 

 Дни до 
рецидива 

  

Гиперэкспр
ессия WT1 
выявлена 
на Д+ 

  Дни до 
рецидива 

Гиперэкспр
ессия 

BAALCвыя
влена на Д

+ 

 Дни до 
рецидива 

  

Гиперэкспр
ессия 

PRAME 
выявлена 
на Д+ 

Пациент 1 150     -105 45 0 150 0 150 

Пациент 2 150           30 -30 120 

Пациент 3 150 0 150 0 150 -60 30     

Пациент 4 30     0 30         

Пациент 5 90 30 120 -60 30 -60 30     

Пациент 6 30         0 30     

Пациент 7 90     60 150 -45 45     

Пациент 8 270 -120 150 -210 60 -120 150     

Пациент 9 30     0 30 0 30     

Пациент 10 150     120 270 0 150     

Пациент 11 90     0 90 0 90     

Пациент 12 60     -30 30         

Пациент 13 150                 

Пациент 14 120     -90 30         

Пациент 15 15     0 15         



ВЫВОДЫ: 
•  Обнаружены достоверные различия в уровне базальной экспрессии генов WT1 
и EVI1 (p=0.023 и p=0.019 соответственно) в периферической крови и костном 
мозге здоровых доноров; 

•  Определены пороговые значения для генов BAALC (15), WT1 (250), EVI1 (10) и 
PRAME (500) на основе экспрессии данных генов в костном мозге здоровых 
доноров; 

•  Согласно полученным данным наличие гиперэкспрессии любого из 
исследуемых генов до проведения ТКМ не влияет на течение 
посттрансплантационного периода при использовании миолоаблативного или 
немиелоаблативного режимов кондиционирования; 

•  Мониторинг МОБ с помощью экспрессионных маркеров WT1, BAALC и PRAME 
является достаточно информативным в сравнении с референтным методом 
исследования однако обладает более низкой чувствительностью в связи 
наличием базальной экспрессии этих генов; 

•  Наличие гиперэкспрессии генов WT1 ассоциировано со снижением общей 
выживаемости в посттрансплантационном периоде; 

•  Гены BAALC, WT1 и PRAME могут быть рекомендованы в качестве включения в 
панель экспрессионных маркеров рецидива ОМЛ после проведения аллогенной 
трансплантации гемопоэтических стволовых клеток у пациентов с ОМЛ с 
нормальным кариотипом. 
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