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РЕФЕРАТ
Цель. Оценить частоту гиперэкспрессии гена WT1 и ее 
клиническое значение при Ph-негативных миелопроли-
феративных заболеваниях (МПЗ).
Материалы и методы. В исследование включено 72 паци-
ента с Ph-негативными МПЗ. Среди них были больные с 
первичным миелофиброзом (МФ; n = 32), вторичным МФ 
после истинной полицитемии (n = 7), истинной полицитеми-
ей (ИП; n = 17) и эссенциальной тромбоцитемией (ЭТ; n = 16) 
с медианой возраста 57 лет (диапазон 19–78 лет). Медиана 
(диапазон) времени от постановки диагноза до даты ис-
следования уровня экспрессии WT1 при ИП, ЭТ и МФ со-
ставила 9,4 (0–309), 14,4 (0–55) и 21,4 мес. (0–271 мес.) соот-
ветственно. Оценка экспрессии гена WT1 на 104 копий ABL 
проводилась методом количественной ПЦР.
Результаты. Гиперэкспрессия гена WT1  выявлена ис-
ключительно у пациентов с МФ (у 34/39; 87  %). При ИП/
ЭТ гиперэкспрессии гена WT1  не отмечалось. Медиана 
уровня экспрессии гена WT1  при МФ составила 230  ко-
пий/104 копий ABL (диапазон 42,2–9316,45/104 копий ABL). 
Чувствительность и специфичность гиперэкспрессии гена 
WT1 при МФ по отношению к ИП/ЭТ составили 87 и 100 % 
соответственно. Выявлена четкая зависимость уровня 
экспрессии гена WT1 от размера селезенки, длительности 
заболевания, числа бластных клеток в крови, группы ри-
ска по шкале DIPSS. На уровень экспрессии гена WT1 не 
влияли пол и возраст пациентов, мутационный статус МФ, 
уровень лейкоцитов, тромбоцитов, гемоглобина.
Заключение. Представляется, что высокие специфич-
ность и чувствительность уровня экспрессии гена WT1 при 
МФ позволяют использовать данный маркер для диф-
ференциальной диагностики Ph-негативных МПЗ. Не ис-
ключается связь уровня экспрессии гена WT1 с объемом 
опухолевой массы при МФ. Целесообразно изучать дина-
мику уровня экспрессии гена WT1  для прогнозирования 
эффективности современной таргетной терапии.
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ABSTRACT
Aim. To assess the rate of WT1 gene overexpression and 
its clinical value in Ph-negative myeloproliferative disorders 
(MPD).
Materials & Methods. The trial included 72 patents with Ph-
negative MPD. Among them there were patients with pri-
mary myelofi brosis (MF; n = 32), post-polycythemia vera MF 
(n = 7), polycythemia vera (PV; n = 17), and essential throm-
bocythemia (ET; n = 16) with median age of 57 years (range 
19–78 years). Median (range) time from diagnosis to the 
date of evaluating WT1 expression in PV, ET, and MF was 
9.4 (0–309), 14.4 (0–55), and 21.4 months (0–271 months), 
respectively. WT1 expression in terms of WT1 copies/104 ABL 
copies was measured by quantitative PCR.
Results. WT1 gene overexpression is revealed solely in pa-
tients with MF (in 34/39; 87 %). In PV/ET no WT1 gene overex-
pression was observed. Median WT1 expression in MF was 
230/104 ABL copies (range 42.2–9,316.45/104 ABL copies). 
Sensitivity and specifi city of WT1 gene overexpression in MF 
with respect to PV/ET were 87 % and 100 %, respectively. 
A distinct correlation was identifi ed between WT1 gene ex-
pression level and spleen size, duration of the disease, blast 
cell count, and DIPSS risk group. WT1 gene expression level 
could be correlated neither with age and sex, nor with MF 
mutation status and leucocyte, thrombocyte, and haemoglo-
bin levels.
Conclusion It appears that due to a high specifi city and sen-
sitivity of WT1 gene expression in MF it can be used as a 
marker for diff erential diagnosis of Ph-negative MPD. A cor-
relation between WT1 gene expression and tumor mass in 
MF cannot be excluded. It is advisable to analyze the dy-
namics of WT1 expression level to predict the effi  cacy of cur-
rent targeted therapy.
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ВВЕДЕНИЕ

Ген WT1 локализован на коротком плече хромосомы 
11 (11p13) и кодирует транскрипционные факторы 
семейства цинк-пальцевых белков. Дикий тип данного 
гена или его мутантные формы могут регулировать 
транскрипцию генов RARα, c-MYC, BCL-2, PDGF-A, CSF-1 
и др. [1–5], играющих определенную роль в гемопоэзе. 
Известно, что в норме WT1 экспрессируется в ранних 
предшественниках CD34+ и не обнаруживается в 
зрелых субпопуляциях гемопоэтических клеток [6, 7]. 
Мутации данного гена крайне редко выявляются при 
онкогематологических заболеваниях, тогда как доля 
пациентов с гиперэкспрессией гена WT1 при острых 
миелобластных лейкозах (ОМЛ) и миелодиспласти-
ческих синдромах (МДС) значительная [8–11]. Точная 
роль данного гена в патогенезе заболеваний крови 
не установлена. Предполагается, что WT1 может 
влиять на пролиферативный потенциал лейкозных 
клеток, их жизнеспособность и выступать в роли 
онкогена при развитии гематологических опухолей 
[12]. Прогностическое значение исходного уровня 
гена WT1 при ОМЛ четко не определено, при этом 
динамика уровня его экспрессии активно использу-
ется для оценки минимальной остаточной болезни и 
прогнозирования отдаленных результатов терапии 
[13–15]. Клиническое значение гиперэкспрессии гена 
WT1 при других миелоидных опухолях, в т. ч. при Ph-
негативных миелопролиферативных заболеваниях 
(МПЗ), активно изучается. Так, при МДС рост уровня 
экспрессии данного гена коррелирует с прогрессиро-
ванием болезни и может быть предвестником транс-
формации в ОМЛ [16]. У пациентов с миелофиброзом 
(МФ) была показана связь уровня экспрессии гена 
WT1 с опухолевой массой, а также с группами риска по 
шкалам Dupriez и IPSS (International Prognostic Scoring 
System) [17].

В нашем исследовании гиперэкспрессия гена 
WT1 выявлялась у подавляющего большинства 
пациентов с первичным (ПМФ), вторичным после 
истинной полицитемии (пост-ИП МФ) или эссенци-
альной тромбоцитемии (пост-ЭТ МФ) миелофиброзом. 

У пациентов с МФ, получающих терапию ингибитором 
JAK1/2-киназ руксолитинибом, уровень экспрессии 
WT1 коррелировал с размером селезенки и числом 
бластных клеток в крови [18, 19].

Цель настоящего исследования — оценить 
частоту гиперэкспрессии гена WT1 при всех классиче-
ских Ph-негативных МПЗ (МФ, ИП, ЭТ), а также сопо-
ставить уровень его экспрессии с клинико-лаборатор-
ными проявлениями заболеваний данной группы для 
выявления клинической значимости маркера.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование включено 72 пациента: 33 (46 %) 
мужчины и 39 (54 %) женщин. Из них пациентов с 
диагнозом ИП, ЭТ и МФ было 17 (24 %), 16 (22 %) и 39 
(54 %) соответственно. Среди пациентов с МФ боль-
шинство были с ПМФ — 32 (82 %) из 39. Пост-ИП МФ 
был у 7 (18 %) из 39 больных. Пациентов с пост-ЭТ МФ 
в целевой группе не было. В исследование включены 
только пациенты с Ph-негативными МПЗ, установлен-
ными в соответствии с критериями классификации 
ВОЗ 2008 г. Медиана возраста на момент включения 
в исследование в общей группе пациентов составила 
57 лет (диапазон 19–78 лет). Существенных различий 
по возрасту в группах ИП (медиана 54 года, диапазон 
21–78 лет), ЭТ (медиана 53 года, диапазон 19–73 года) 
и МФ (медиана 58 лет, диапазон 26–77 лет) не на-
блюдалось. Медиана времени от постановки диагноза 
до начала исследования была существенно выше в 
группе пациентов с МФ. Так, этот показатель в общей 
группе был 13,7 мес. (диапазон 0–309 мес.), а в группах 
ИП, ЭТ и МФ — 9,4 (диапазон 0–309 мес.), 14,4 (диа-
пазон 0–55 мес.) и 21,4 мес. (диапазон 0–271 мес.) со-
ответственно. Всем пациентам на момент первичного 
обращения по поводу МПЗ или позже с целью под-
тверждения диагноза проводилось исследование на 
мутации генов JAK2, CALR и MPL. Частота выявления 
мутаций данных генов приведена в табл. 1.

У всех пациентов уровень транскрипта гена 
WT1 определяли в крови. С этой целью осуществляли 
забор крови в количестве 2,5 мл в пробирку ЭДТА-К3. 
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Оценка экспрессии гена WT1 проводилась путем ко-
личественной полимеразной цепной реакции (ПРЦ) 
с использованием стандартного набора Profilequant 
WT1 kit (Ipsogen, Франция) на ПЦР-анализаторе Rotor-
gene 6000. Результат выражался в нормализованном 
количестве копий WT1 на 104 копий ABL. Не учитывался 
результат при концентрации гена нормализатора менее 
10 000 копий ABL на реакцию. Согласно рекомендациям 
D. Cilloni и соавт., пороговый уровень WT1 стандарти-
зован и составляет 50/104 копий ABL в крови [20]. В связи 
с этим как повышенный (гиперэкспрессия) определяли 
уровень экспрессии гена WT1 > 50 копий/104 копий ABL.

При обработке данных были использованы ме-
тоды описательной и сравнительной статистики.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе исследования гиперэкспрессия гена WT1 была 
выявлена у подавляющего большинства пациентов с 
МФ, тогда как у больных ИП и ЭТ этот показатель не 
превышал порогового значения. Медиана уровня экс-
прессии WT1 также была статистически значимо выше 
в группе пациентов с МФ по сравнению с группами ИП 
и ЭТ. В последних группах данный показатель был в 
пределах нормальных значений и сравнимым для ИП 
и ЭТ (p = 0,11). При этом у 6 (86 %) из 7 пациентов с 

пост-ИП МФ выявлялась гиперэкспрессия гена WT1, а 
медиана его уровня в этой группе была сравнимой с 
таковой в группе с ПМФ (p = 0,56). Так, медиана (диа-
пазон) уровня WT1 у пациентов с ПМФ и пост-ИП МФ 
была одинаковой и составила 230 (2,6–9316,45) и 230 
(47,9–6869,88) копий/104 копий ABL соответственно. 
Частота гиперэкспрессии гена WT1 и медиана его 
уровня у пациентов с ИП, ЭТ и МФ представлены в 
табл. 2. Чувствительность и специфичность гиперэк-
спрессии WT1 при МФ по отношению к ИП и ЭТ были 
высокими и составили 87 и 100 % соответственно.

У пациентов с ПМФ проанализирован уровень 
экспрессии гена WT1 в зависимости от мутационного 
статуса генов JAK2 и CALR. Он был выше у больных с 
положительным мутационным статусом гена CALR по 
сравнению с пациентами с мутацией JAK2V617F и со-
ставил 611 (2,6–6000) и 164 (12,07–9316,45) копий/104 
копий ABL соответственно. Однако статистически 
значимых различий не получено (p < 0,5). Эти данные у 
пациентов с мутацией MPL и тройным негативным ста-
тусом из-за малого числа наблюдений (1 и 3 пациента 
соответственно) не подвергались сравнительному 
анализу. Тем не менее следует отметить, что у всех па-
циентов с тройным негативным статусом отмечалась 
гиперэкспрессия гена WT1 > 160 копий/104 копий ABL.

Мы также изучили зависимость уровня экспрессии 
гена WT1 у пациентов с МФ от целого ряда других 
клинико-гематологических показателей, таких как 
пол, возраст, размер селезенки, число бластных 
клеток в крови, уровень гемоглобина, лейкоцитов, 
тромбоцитов, группа риска по модифицированной 
шкале DIPSS (Dynamic International Prognostic Scoring 
System), активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ), дли-
тельность МПЗ до исследования. С этой целью мы раз-
делили уровень WT1 на: 1) нормальный (0–50), 2) вы-
сокий (> 50–500) и 3) очень высокий (> 500 копий/104 
копий ABL). Среди изученных факторов выявлено, 
что пол, возраст, уровень лейкоцитов, тромбоцитов, 
гемоглобина, ЛДГ на степень экспрессии гена WT1 не 
влияли (p > 0,5). Статистически значимая разница по-
лучена в группах пациентов с различными длительно-
стью болезни, размером селезенки, числом бластных 
клеток в крови, наличием неблагоприятной группы 
риска DIPSS (p < 0,05) (табл. 3).

Таблица 1. Частота мутаций генов JAK2, CALR и MPL у пациентов 
с Ph-негативными миелопролиферативными заболеваниями

Мутации, n (%)

ИП,

n = 17

ЭТ,

n = 16

МФ,

n = 39

Всего,

n = 72

ПМФ,

n = 32

Пост-

ИП МФ,

n = 7

JAK2V617F 17 (100) 8 (50,0) 17(53,1) 7 (100) 49 (68,0)
CALR 0 8 (50,0) 11 (34,4) 0 19 (26,4)
MPL 0 0 1 (3,1) 0 1 (1,4)
Тройной 

негативный 
статус

0 0 3 (9,4) 0 3 (4,2)

ИП — истинная полицитемия; МФ — миелофиброз; ПМФ — первичный 
миелофиброз; пост-ИП МФ — миелофиброз после истинной 
полицитемии; ЭТ — эссенциальная тромбоцитемия.

Таблица 2. Уровень экспрессии гена WT1 при Ph-негативных миелопролиферативных заболеваниях

Показатель ИП, n = 17 ЭТ, n = 16 МФ, n = 39 p

Частота гиперэкспрессии гена WT1, n (%) 0 0 34 (87) 0,0004
Медиана (диапазон) копий гена WT1/104 копий ABL 8,44 (0–34,8) 4,87 (0–36,12) 230 (2,6–9316,45) 0,0001
ИП — истинная полицитемия; МФ — миелофиброз; ЭТ — эссенциальная тромбоцитемия.

Таблица 3. Клинико-гематологические показатели, статистически значимо влияющие на уровень экспрессии гена WT1 у пациентов 
с миелофиброзом

Показатель

Уровень экспрессии WT1, копии/104 копий ABL

Всего0–50 (n = 5) > 50–500 (n = 21) > 500 (n = 13)

Медиана (диапазон) времени от диагноза миелофиброза до 
исследования уровня WT1, мес.

3,6 (0–67) 21,4 (2–271) 37,5 (0–160) 21,4 (0–271)

Медиана (диапазон) спленомегалии из-под реберной дуги, см 7 (2–18) 9,5 (2–30) 17 (1–24) 9 (1–30)
Случаи спленомегалии > 10 см из-под реберной дуги, n (%) 1 (20) 9 (43) 9 (69) 19 (49)
Число бластных клеток в крови ≥ 1 %, n (%) 1 (20) 6 (29) 8 (62) 15 (38,5)
Пациенты промежуточной-2 и высокой групп риска, n (%) 1 (20) 9 (43) 8 (62) 18 (46)
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В группе пациентов с числом бластных клеток в 
крови 1 % и более уровень экспрессии гена WT1 был 
статистически значимо выше по сравнению с группой 
пациентов без бластных элементов в крови и составил 
611 (45,8–9316,45) и 149 (2,6–6000) копий/104 копий 
ABL соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

За последнее десятилетие сделан прорыв в изучении 
биологии Ph-негативных МПЗ. Выявлены молеку-
лярно-генетические маркеры, играющие важную роль 
в патогенезе заболеваний данной группы. Мутации 
генов JAK2, CALR, MPL являются высокоспецифич-
ными для классических Ph-негативных МПЗ. В то же 
время определить конкретное заболевание внутри 
этой группы с помощью перечисленных маркеров не 
представляется возможным. Так, мутация JAK2V617F 
встречается при всех Ph-негативных МПЗ данной 
группы, а мутации генов CALR и MPL выявляются как 
при ЭТ, так и при ПМФ [21–23]. При этом активно из-
учается влияние данных молекулярных маркеров на 
клиническое течение заболевания, его осложнений и 
их прогностическая роль [24–26]. У пациентов с ИП, 
ЭТ и ПМФ выявлены и другие молекулярно-генетиче-
ские аберрации. Однако они также не являются строго 
специфичными, встречаются при многих миелоидных 
новообразованиях и, следовательно, не помогают 
в определении конкретной нозологической формы 
в пределах группы Ph-негативных МПЗ [27, 28]. На 
сегодня единственным способом подтверждения диа-
гноза ПМФ, а также перехода ИП и ЭТ в миелофиброз 
является морфологическая оценка костного мозга.

Диагностика МПЗ — комплексная, включает 
трепанобиопсию костного мозга [29], которая явля-
ется обязательным элементом для подтверждения 
диагноза МФ, ИП и ЭТ в соответствии с Российскими 
рекомендациями по ведению пациентов с МПЗ [30]. 
Процедура инвазивная и болезненная. В редких слу-
чаях возможны тяжелые осложнения [31], поэтому 
важен поиск малоинвазивных методов диагностики 
МФ. В этом контексте данные, полученные в ходе на-
шего исследования, представляются интересными.

Так, у подавляющего большинства пациентов с 
МФ (87 %) выявлялась гиперэкспрессия гена WT1, 
тогда как этот маркер был в пределах нормы у всех па-
циентов с ИП и ЭТ. Интересно, что только у 1 (14 %) из 
7 пациентов с пост-ИП МФ экспрессия гена WT1 была 
в пределах нормальных значений. Высокие специфич-
ность и чувствительность данного теста позволяют 
разграничить МФ и другие Ph-негативные МПЗ, 
такие как ИП и ЭТ. Представляется, что данный тест 
может быть надежным методом дифференциальной 
диагностики между ПМФ и ИП/ЭТ. Вероятно, этот 
тест также может использоваться для диагностики 
трансформации ИП/ЭТ во вторичный МФ. Большин-
ство пациентов (86 %) с пост-ИП-МФ имели высокий 
уровень экспрессии WT1. Однако утверждать по-
следнее сложно из-за небольшого числа наблюдений 
со вторичным МФ. Следует также иметь в виду, что 
среди пациентов со вторичным МФ не было случаев 
с пост-ЭТ МФ. В данное исследование также не вклю-

чены пациенты с префибротической формой ПМФ, 
в связи с чем невозможно оценить диагностическую 
ценность определения уровня экспрессии гена WT1 в 
этой группе пациентов.

В настоящей работе морфологическое исследо-
вание костного мозга выполнялось не одновременно с 
количественной оценкой уровня WT1, поэтому невоз-
можно сопоставить степень фиброза костного мозга 
с уровнем экспрессии данного гена. Интересно, что в 
работе D. Gallo и соавт. динамика уровня экспрессии 
гена WT1 на фоне терапии ингибитором JAK1/2 рук-
солитинибом коррелировала с динамикой степени 
фиброза костного мозга [17].

Причины гиперэкспрессии гена WT1 при МПЗ не-
достаточно изучены. Известно, что гиперэкспрессия 
гена WT1 наблюдается в CD34+ гемопоэтических 
предшественниках здоровых доноров, так же как и 
в опухолевых клетках при некоторых лейкозах [32]. 
В исследованиях было показано, что количество 
клеток CD34+ в крови как при ПМФ, так и при вто-
ричном пост-ЭТ и пост-ИП МФ было значимо выше, 
чем у здоровых людей [33, 34]. Колониеобразующая 
способность гемопоэтических предшественников 
при лейкозах, а также при МПЗ отличается [35]. Инте-
ресно, что в исследовании B. Arora и соавт. количество 
клеток CD34+ было выше нормы у 86 % пациентов 
с ПМФ [32], что сопоставимо с долей пациентов с 
гиперэкспрессией гена WT1 в наших наблюдениях 
(87 %). Можно предположить, что при МФ уровень 
экспрессии WT1 служит суррогатным маркером коли-
чества клеток CD34+.

В представленной работе, как и в работе D. Gallo 
и соавт. [17], не удалось выявить четкую корреляцию 
между уровнем экспрессии гена WT1 и мутационным 
статусом гена JAK2 или CALR. При этом в обоих ис-
следованиях выявлена взаимосвязь между уровнем 
экспрессии WT1 и рядом клинико-гематологических 
показателей. В нашей работе гиперэкспрессия гена 
WT1 наблюдалась статистически значимо чаще у 
пациентов с длительным анамнезом (28,2 vs 3,6 мес.), 
массивной спленомегалией (53 vs 20 %), бластными 
клетками в крови (41 vs 20 %), а также с промежу-
точной-2 и высокой группами риска (50 vs 20 %).

В наблюдении D. Gallo и соавт. у 5 из 10 паци-
ентов повышение экспрессии гена WT1 отмечалось 
за несколько месяцев до трансформации в ОМЛ, еще 
в отсутствие других признаков прогрессирования 
болезни [17]. В ретроспективном исследовании 
Р.А. Beer и соавт. показано, что у всех 16 пациентов со 
вторичным ОМЛ после JAK2V617F-позитивного МПЗ 
в анамнезе наблюдалась гиперэкспрессия гена WT1. 
Однако оценка экспрессии WT1 в дебюте заболевания 
или до момента трансформации не проводилась [23]. 
За время наблюдения только в 1 случае установлена 
трансформация болезни в ОМЛ. При этом как в 
хронической фазе МФ, так и после трансформации в 
ОМЛ уровень экспрессии гена WT1 существенно не 
менялся. Вероятно, требуется больше данных для 
уточнения прогностического значения изучаемого 
маркера с точки зрения развития вторичного ОМЛ 
у пациентов с МПЗ. Представляется, однако, что 
уровень экспрессии гена WT1 может отражать объем 
опухолевой массы при МФ.
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Таргетная терапия ингибитором JAK1/2 руксоли-
тинибом при МФ существенно увеличивает продол-
жительность жизни пациентов с неблагоприятным 
прогнозом и приводит к значительному улучшению 
статуса больного (уменьшение селезенки, исчезно-
вение общих симптомов) [36, 37]. В исследовании 
Т.И. Ионовой и соавт. было подтверждено, что у паци-
ентов с МФ препарат значительно улучшает качество 
жизни [38]. Однако доля больных МФ с первичной или 
вторичной неэффективностью руксолитиниба ока-
залось высокой [36, 39]. Важно найти молекулярные 
маркеры, позволяющие на ранних этапах оценить 
степень и темпы прогрессирования заболевания. Это 
даст возможность своевременно включить в план 
лечения пациентов трансплантацию аллогенных 
гемопоэтических стволовых клеток. В этом контексте 
представляется целесообразным дальнейшее из-
учение роли гена WT1 в прогнозировании течения 
заболевания и результатов современной терапии.
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