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ВЪВЕДЕНИЕ

Настоящото ръководство е консенсусно становище на мултидисциплинарен екип, 
включващ експерти в областта на онкологичните предиктивни биомаркери от осем 
медицински специалности и техни национални браншови организации: Българско 
дружество по патология, Българско дружество по генетика на човека, Българско ме-
дицинско сдружение по хематология, Българска асоциация по персонализирана меди-
цина, Българско онкологично научно дружество, Българско дружество по нуклеарна 
медицина, Българска асоциация по радиология, Гилдия на лъчетерапевтите в България 
и Българско дружество по клинична лаборатория. 

Нуждата от национално ръководство за молекулярно тестване и клинична интерпретация на 
предиктивни биомаркери е обусловена от актуалността на фармакогеномиката, фармакопро-
теомиката и радиомиката като основи за терапевтични решения в прецизираната (персона-
лизирана) медицина – медицинска онкология, онкохематология и онкологична радиология.1 

Проблемът допълнително е свързан с регулацията, фондовете и реимбурсирането на моле-
кулярната таргетна и цитотоксичната терапии и с критериите за техния избор и провеждане.2

Цел на ръководството е да представи съвременни алгоритми за молекулярно диагностич-
но тестване и клинично приложение на валидирани предиктивни биомаркери при лечение 
на малигнени солидни тумори и хематологични неоплазии според локализацията им при 
възрастни, включително и при тумори с агностични тъкан/място. Съдържанието включва 

биомаркери, които детерминират избор на определен лекарствен продукт или лечебна стра-
тегия въз основа на доказателства за терапевтичните им резултати в условията на определе-
на биологична констелация. Изборът на биомаркер за включване в съдържанието отразява 
моментната конюнктура в клиничната онкология с всякакви възможности за обновление и 
бъдещи промени. Всички термини са приведени в съответствие с номенклатурата на Осма 
редакция на Наръчника за стадиране на тумори на AJCC, 2017.3

Ръководството е предназначено за всички медицински специалности в България, свързани 
с различните терапевтични модалности при малигнени солидни тумори и хематологични 
неоплазии: патолози, молекулярни биолози, медицински генетици, медицински онколози, 
хематолози, нуклеарни медици, лъчетерапевти, клинични лаборанти, радиолози, фармаце-
вти, общопрактикуващи лекари и медицински сестри. 

МЕТОДИ

Ръководството за предиктивни биомаркери в онкологията е основано на доказател-
ства и е структурирано в три главни раздела. Всеки подраздел е съставен най-малко от 
двама експерти, съдържа резюмиран литературен обзор върху съответен биомаркер 
и техниките за неговото тестване, позовавайки се изцяло на медицина, основана на 
доказателства. В края на всеки раздел са дефинирани препоръки, описани с четири 
степени на препоръчителност (A, B, C и D) според Оксфордския център за медицина, 
основана на доказателства (CEBM)4, и към тях са добавени акценти за добра практика.
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Нива на доказателственост

Ниво Тип на доказателство
1 Доказателство, получено от системен обзор или рандомизирани проучвания.
2 Доказателство, получено от отделно рандомизирано проучване или наблюдателно проучване с драматичен ефект.
3 Доказателство, получено от нерандомизирани контролирани кохортни проучвания.
4 Доказателство, получено от серии на случаи, контроли на случаи или исторически контролирани проучвания.
5 Аргументи, основани на рутинна практика.

Степени на препоръчителност

Степен Съвместимост с ниво на доказателственост

A Съвместима с проучвания с ниво на доказателственост 1.

B Съвместима с проучвания с ниво на доказателственост 2 или 3 или екстраполации* от проучвания с ниво на доказателственост 1.

C Проучвания с ниво на доказателственост 4 или екстраполации от проучвания с ниво на доказателственост 2 или 3.

D Ниво на доказателственост 5 или непоследователни или неубедителни проучвания на всяко ниво.

* Екстраполация – използване на данни при възможност за клинично значими разлики в сравнение с оригиналната ситуация на проучването.

Акценти за добра практика

Препоръки за най-добър подход, основани на клиничния опит на експертния борд.
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ТЕРМИНИ И ДЕФИНИЦИИ

Биомаркери: клетъчни, биохимични и/или молекулярни (включително генетични или 
епигенетични) характеристики, които могат да бъдат обективно измерени и оценени 
като индикатори за нормални биологични процеси, патогенетични процеси или фар-
макологични отговори към терапевтични интервенции.5

Туморни биомаркери: биологични молекули, продуцирани или от туморни клетки, 
или от човешки тъкани в отговор на тумор, които могат да бъдат обективно измерени 
и оценени като индикатори на туморния процес в организма.5

Типове туморни биомаркери: прогностични, предиктивни, фармакодинамични и за-
местителни (сурогатни). Всеки биомаркер може да служи за повече от една цел и да 
принадлежи към повече от една категория.5

Предиктивни туморни биомаркери: биологични молекули или клетъчни харак-
теристики, които могат да бъдат обективно измерени и оценени като индикатори за 
предсказване на отговор към терапевтични интервенции.

Прогностични туморни биомаркери: състояния или характеристики на пациента, 
които може да бъдат използвани за оценка на шанса за възстанояване от болестта или 
риска от рецидив и за които е доказана сигнификантна връзка с показател или резул-
тат, независим от приложеното лечение.

Предиктивни спрямо прогностични биомаркери: (i) за да се приеме, че даден биомар-
кер е предиктивен, е необходимо да бъде доказан в клиничното проучване (за предпочита-

не рандомизирано); статусът на биомаркера трябва да бъде определен за всички пациенти 
– както в подгрупата, лекувана с изследвания агент, така и в контролното рамо; офици-
алният статистически тест за взаимодействие лечение според биомаркер трябва да бъде 
сигнификантен; (ii) за да се установи, че даден биомаркер е чисто прогностичен, трябва да 
се докаже, че има сигнификантна връзка между биомаркер и резултат, независимо от лече-
нието, както и че терапевтичните ефекти не зависят от биомаркера; (iii) даден биомаркер 
може да демонстрира както предиктивни, така и прогностични корелации.11

In vitro диагностични продукти (IVD): (i) реагенти, инструменти, системи или про-
дукти за диагностика на болест или състояние (с цел превенция, облекчаване или ле-
чение) чрез изследване на материали, добити от човешкото тяло; (ii) обект са на кон-
трол и мерки за подобряване (Clinical Laboratory Improvement Amendments, CLIA’88) 
и според регулаторния контрол за безопасност и ефективност се класифицират в три 
степени: клас I (нисък до умерен риск) – основен контрол; клас II (умерен към висок) 
– основен и специален контрол; клас III (висок риск) – основен контрол и предмарке-
тингово одобрение (PMA); (iii) лабораторно развит тест се дефинира като IVD-про-
дукт за клинична употреба, предназначен за работа в определена лаборатория, която 
формира собствена тестова система и разработва работен протокол, който трябва 
да се валидира и верифицира, сравнявайки се с друга сертифицирана лаборатория, 
която работи с предварително валидирана система12; (iv) придружаваща диагностика 
(companion diagnostics, CDx) се дефинира като IVD-тест/кит или образно средство за 
определяне на подходящ пациент за таргетна терапия, която въздейства на уникален 
биохимичен път и изисква специфични генотипи или мутации; тестът е специфичен и 
задължителен за назначаване на определен медикамент13; (v) допълваща диагностика 
(complementary diagnostics) се дефинира като незадължителен IVD-тест/кит или об-
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разно средство, осигуряващи допълнителна информация за използване на лекарство 
или приложение на съответен клас терапевтични агенти, давайки допълнителна ин-
формация за очаквана терапевтична полза.12

Профил на туморни биомаркери: характеризира се със задължителни показатели: 
чувствителност, специфичност, точност, устойчивост и възпроизведимост.5

Валидиране на биомаркери: преминава през три задължителни стъпки: аналитична 
(техническа) валидност, клинична валидност и клинична полза.6

Аналитично валидиране (имунохистохимично): осъществява се според ръковод-
ствата за лабораторна практика, основани на доказателства (LPG), на Колегията на 
американските патолози7, 8 и се дефинира като процедура, при която се проверяват ре-
зултати от един тест в конкретна лаборатория според инструкции на фирма-произво-
дител, показвайки съпоставимост с резултати от други, вече утвърдени в практиката. 
Включва следните подходи: (i) координиране на резултат от нов тест с морфология и 

очаквани резултати; (ii) сравняване на резултат от нов тест с резултати от тестване на 
същите тъкани с валидиран тест в същата лаборатория; (iii) сравняване на резултати 
от нов тест с резултати от тестване на същите материали за потвърждаване в друга 
лаборатория, използвайки валидиран анализ; (iv) сравняване на резултати от нов тест 
с предишни валидирани неимунохистохимични тестове или (v) тестване на стари ма-
териали, оценени чрез официална тестова програма (ако има такава), и сравняване на 
резултатите с настоящите отговори. За валидност се приема съгласуваност за позити-
вен резултат при 90% и за негативен резултат – при 95%. При модифицирани тестове се 
изискват 40, а при клинично утвърдени тестове – 20 тъканни материала.9 Препоръчва 
се проследяване на съотношение позитивни към негативни случаи поне двукратно 
годишно с методи на вътрешен одит и сравняване с литературни резултати.

Клинична полза (доказателственост): при наличие на проспективно клинично проуч-
ване, дизайнирано за тестване на биомаркери, или съвместими резултати от ≥ 2 сходни 
проспективни клинични проучвания, начално недизайнирани за тестване на биомаркери.10
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1.1. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ОСТРА МИЕЛОИДНА 
ЛЕВКЕМИЯ
1.1.1. Цитогенетика

Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Клонални промени в кариотипа се срещат в 59% от възраст-
ните пациенти1, 2 и в около 78% от децата с остра миелоидна левкемия (ОМЛ). Спектъ-
рът на хромозомните аберации е изключително хетерогенен, като се съобщават над 200 
различни бройни или структурни аномалии, които са рекурентни при ОМЛ с честота, 
варираща от 0.1% до 10%.3 Към момента на диагнозата в 31% от пациентите се доказва 
поне една хромозомна аномалия, в 13% – две, а в 14% – три или повече2, като по-чести са 
монозомии и тризомии, разнообразни делеции, транслокации и инверсии. От особено 
клинично значение при ОМЛ е т.нар. комплексен кариотип – наличие на три или повече 
независими хромозомни аберации, и монозомален кариотип – наличие на две или пове-
че автозомни монозомии или една автозомна монозомия в съчетание с една или повече 
структурни аномалии4, които имат доказана прогностична стойност. Най-общо, хромо-
зомните аномалии при ОМЛ се разделят на две основни групи: (i) първични, настъпва-
щи през ранни етапи на левкемогенеза и имащи ключова роля за развитието на съот-
ветната болест; по правило са специфични и неслучайни, в много случаи са единствена 

промяна в кариотипа и често корелират с конкретна форма на болестта; (ii) вторични, 
настъпващи в хода на болестта; често са неспецифични, появата им е белег на клонална 
еволюция и са свързани с прогресия и резистентност към провеждано лечение. 

Хромозомните аномалии проявяват значими различия по честота в различни възрас-
тови групи, като балансираните цитогенетични аберации – t(3;5)(q21-25;q31-35), t(8;21)
(q22;q22), t(15;17)(q22;q21), inv(16)(p13q22) и t(11q23) – се срещат предимно при по-
млади пациенти, докато небалансираните аномалии, включително различните моно-
зомии, del(5q), del(7q), тризомии на хрозомозоми 11 и 13, са по-чести при по-възрастни 
пациенти.2 Някои от тези аберации се наблюдават единствено при ОМЛ или се срещат 
и при други хематологични неоплазии, но проявяват изразена асоциация с характер-
ни морфологични и имунофенотипни особености на бластната популация, клиничния 
ход, отговора към лечение и цялостната прогнозаи или изискват специфично лече-
ние. Поради тези причини, според последната ревизия на класификацията на ОМЛ на 
Световната здравна организация (WHO), 2016, редица обособени подтипове ОМЛ се 
дефинират въз основа на наличие на конкретни неслучайни хромозомни аномалии.5

Аналитични методи за изследване. Конвенционалналният хромозомен лентов анализ 
е задължителен елемент от диагностичния панел при новодиагностицирани пациенти 
с ОМЛ. Чрез него се установяват разнообразни структурни и бройни хромозомни абе-
рации, независимо дали са балансирани, или не, срещащи се самостоятелно или в ком-
бинация в левкемичните клетки. За получаване на годни за анализ метафази пробите от 
костномозъчен аспират се подлагат на стандартни 1-2-дневни култури in vitro, в края на 
които се третират за спиране на клетъчното деление в метафаза, обработват се с хипо-
тоничен разтвор и фиксатори. Получените препарати, съдържащи метафазни фигури, 

1 ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ОСТРИ ЛЕВКЕМИИ
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се подлагат на хромозомно-лентово оцветяване (най-често G-оцветяване) и се анализи-
рат микроскопски. По правило се анализират 20 или повече метафази, особено в случаи, 
при които отсъстват клонални промени в кариотипа, докато при наличие на абнормален 
кариотип могат да бъдат достатъчни и по-малко. За да имат клинична значимост, про-
мените в кариотипа трябва да бъдат клонални, което означава наличие най-малко в две 
метафази на идентични структурни аномалии и тризомии и наличие най-малко в три 
метафази, когато се касае за идентична загуба на хромозоми (монозомии).6 В случаите, 
когато цитогенетичният анализ е неуспешен или не може да се проведе, някои клинично 
значими хромозомни аномалии могат да бъдат доказани чрез FISH (5q-, 7q-, 17p-и др.) 
или чрез RT-PCR [(t(8;21)(q22;q22)/RUNX1-RUNX1T1, inv(16)(p13q22)/t(16;16) (p13;q22)/
CBFB-MYH11, t(15;17)(q22;q21)/PML-RARA, t(v;11q23)/KMT2A (MLL) и др.].

Доказателства за предиктивно значение. Получените резултати от цитогенетичния 
анализ имат ключово значение както за диагноза и субкласификация на ОМЛ, така и за 
прогностична стратификация на отделните болни и избор на риск-адаптирана терапия. 
Данните от цитогенетичния анализ са абсолютно необходимо условие за класифици-
ране на някои подтипове ОМЛ, съгласно класификацията на WHO, 2016. Така напри-
мер, осем балансирани транслокации и инверсии, както и техни варианти, дефинират 
обособени подтипове на болестта, които са включени в категорията ОМЛ с рекурент-
ни генетични аномалии: t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22), t(9;11)(p21-
22;q23), t(6;9)(p23;q34), inv(3) (q21q26)/t(3;3) (q21;q26) и t(1;22)(p13;q13). Две заболявания 
от същата група са дефинирани въз основа на доказване на молекулярни еквиваленти 
на съответните транслокации (фузионни гени/транскрипти), тъй като поради наличие 
на “криптични форми” на аномалии те могат да бъдат пропуснати в част от случаите 
при конвенционална кариотипизация, но се доказват чрез PCR или FISH. Към тази група 

се отнасят острата промиелоцитна левкемия с фузионни гени/транскрипти PML-RARA, 
образувани при t(15;17)(q22;q21), и ОМЛ с фузионни гени/транскрипти BCR-ABL1, об-
разувани при t(9;22) (q34;q11.2), чието идентифициране е изключително важно поради 
възможност да се използва специфично таргетно лечение. От друга страна, при нали-
чие на някои от аномалиите [t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22) и t(15;17) 
(q22;q21)/PML-RARA] диагнозата ОМЛ се поставя независимо от процента на бласти, за 
разлика от всички останали форми на ОМЛ, при които абсолютно условие за диагнозата 
е наличие на ≥ 20% бласти в костен мозък или в периферна кръв. Данните от цитогене-
тичния анализ са важни и за диагноза на друга категория – ОМЛ с промени, свързани с 
миелодисплазия, при която наличието на някоя от 9-те балансирани хромозомни преу-
стройства, както и многобройни небалансирани аномалии, са достатъчни за диагноза в 
случаите, когато са налице ≥ 20% бласти в костен мозък или в кръв.7

Прогностичната стойност на цитогенетичните аберации е оценявана почти изключи-
телно в ретроспективни проучвания, често върху относително малък брой пациенти, 
поради което е необходима предпазливост при интерпретация на получения резултат. 
С изразена прогностична значимост са сравнително малко на брой хромозомни анома-
лии, при които се наблюдава отчетлива корелация с вероятност за постигане на реми-
сия, продължителност на преживяемост без болест (ПББ) и обща преживяемост (ОП). 
Доказването им позволява пациентите да се стратифицират в три цитогенетични групи с 
различна прогноза: (i) благоприятна – t(8;21)(q22; q22), inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22), 
t(15;17)(q22;q21); (ii) интермедиерна – нормален кариотип +8, t(9;11)(p21-22;q23) и ци-
тогенетични аномалии, в които не са включени прогностични групи с благоприятен и 
неблагоприятен риск; (iii) неблагоприятна – комплексен кариотип, монозомален карио-
тип, -5/del(5q), -7, транслокации с участие на хромозома 11q23 [различни от t(9;11)(p21-
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22;q23)], t(6;9)(p22;q34) и inv(3)(q21q26.2). Така например, десетгодишната ОП в групата 
с благоприятна прогноза варира от 81% [t(15;17)] до 61-55% [съотв. при inv(16)/t(16;16) 
и t(8;21)], докато в групата с неблагоприятна прогноза е значително по-кратка, съотв. 
3% при inv(3)/t(3;3), 5% при монозомален кариотип, 6% при -5/5q-, 10% при -7/7q- и 11% 
при t(9;22). При пациенти с интермедиерна прогноза десетгодишната ОП е 32-38%.2 Ме-
дианната ОП при пациенти с комплексен кариотип е много кратка, като се наблюдават 
известни вариации според брой и вид на хромозомни аберации, съотв. 9.8-11 месеца при 
наличие на три аномалии и 6.1-5.4 месеца – при наличие на четири аномалии.8 Редица на-
блюдения показват, че пациенти с нормален кариотип (интермедиерна прогноза) са из-
ключително хетерогенни по отношение на отговор към лечение и клинично протичане, 
поради което се предлага допълнително прецизиране на риска въз основа на различни 
генни мутации (напр. мутации, засягащи гениNPM1, CEBPA, FLT3 и др.).7

От статистическа гледна точка само предиктивните маркери могат да се използват при из-
бор на лечение.3 По правило ОМЛ с t(8;21) или с inv(16)/t(16;16) често се разглеждат заедно 
и се обозначават като core-binding factor (CBF)-положителни ОМЛ, защото и при двете 
състояния се засяга хетеродимерният протеинен-комплекс CBF, участващ в транскри-
пционната регулация на нормалната хемопоеза. Пациенти със CBF-положителна ОМЛ 
имат изразена клинична полза от интензивна химиотерапия, включваща високи дози 
cytarabine, като резултатите са валидирани както при по-млади пациенти, така и при тези, 
на възраст над 60 години. Понастоящем се препоръчва при пациенти със CBF-положител-
на ОМЛ и отсъствие на значима коморбидност да се прилага интензивна химиотерапия, 
независимо от възрастта. Въпреки благоприятната прогноза при CBF-положителна ОМЛ, 
при около 40-45% настъпва рецидив на болестта, като при пациенти с t(8;21) вероятността 
за постигане на втора ремисия е много малка и прогнозата е достоверно по-лоша от тази 

при inv(16)/t(16;16). За момента отсъстват убедителни доказателства, че алогенна транс-
плантация на хемопоетични стволови клетки би променила прогнозата.9

Терапевтичният подход при острата промиелоцитна левкемия (ОПЛ) се различава от 
този, използван при останалите подтипове. Болестта се описва с характерна хромозомна 
аномалия – t(15;17)(q22;q12), водеща до синтез на онкопротеин, който нарушава нормал-
ната миелоидна диференциация. Съществува консенсус, че доказването на аномалията 
е индикация за специфичен терапевтичен протокол, включващ таргетен диференциращ 
агент All Trans Retinoic Acid (ATRA), в комбинация с антрациклин (daunorubicin или 
idarubicin). Алтернативен подход при нисък и интермедиерен риск е комбиниране на 
ATRA с друг диференциращ агент – arsenic trioxide (АТО), без прилагане на химиотера-
пия10, чрез което се постига пълна ремисия в 95-100%, ПББ – над 90%11 и ОП – 86-97%. 
При високорискови пациенти добри резултати се съобщават при комбинация ATRA-
ATO в съчетание с анти-CD33-моноклонални антитела.12 При подтип ОМЛ с BCR-ABL1, 
респективно с t(9;22)(q34;q11.2), също се прилага таргетно лечение с тирозинкиназни 
инхибитори (ТКИи) (imatinib, dasatinib или nilotinib), но все още липсват системни на-
блюдения и сигурни данни за полза от подобен терапевтичен подход, поради което не 
се препоръчват рутинно като първа линия. Освен това, използването на ТКИи в ком-
бинация с интензивна химиотерапия и/или като мост към алогенна трансплантация 
на хемопоетични стволови клетки остава индивидуално решение, като се съпоставят 
потенциални ползи спрямо възможни рискове.13 При около 30% от ОМЛ се установя-
ва неблагоприятен кариотип и посредством конвенционална химиотерапия се постига 
пълна ремисия едва в около 50% от случаите, а очакваната петгодишна ОП e 10-20%. 
При всички пациенти от тази група, при които е постигната пълна ремисия, алогенната 
трансплантация на хемопоетични стволови клетки е най-добър избор.14
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 � При новодиагностицирани пациенти с остра миелоидна левкемия се препоръчва конвенционален цитогенетичен анализ като задължителен елемент на 
диагностичния панел за оцена на риск и избор на терапевтична стратегия (таргетна и/или риск-адаптирана). 

 � Доказването на някои хромозомни аберации се препоръчва като абсолютен диагностичен критерий за класифициране на подтиповете от категория остра 
миелоидна левкемия с рекурентни генетични аномалии и за диагноза на категория остра миелоидна левкемия с промени, свързани с миелодисплазия.

 � При цитогенетичен анализ с отсъствие на транслокации t(15;17)(q22;q21)/PML-RARA и t(9;22)(q34;q11.2) за окончателна верификация на статуса им се 
препоръчва провеждане на FISH или RT-PCR с оглед своевременно стартиране на таргетна терапия.

 � Хромозомните аберации са едни от най-важните прогностични маркери при остра миелоидна левкемия, но при стратификация на болните в групи 
с различен риск трябва да се имат предвид само тези аномалии, чиято прогностична значимост е безспорно доказана.

 � Цитогенетичното изследване трябва да се провежда в акредитирана цитогенетична лаборатория, притежаваща теоретични познания и 
практически опит в хромозомните нарушения при хематологични неоплазии като цяло и в частност – при остра миелоидна левкемия, с оглед 
коректна интерпретация на получените резултати.
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1.1.2. NPM1-мутация
Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Генът nucleophosmin (NPM1) е разположен на хромозома 
5q35 и включва в структурата си 12 екзона. В резултат на алтернативен сплайсинг се 
образуват три изоформи (В23.1; В23.2 и В23.3), транслиращи се във фосфопротеин, чи-
ето основно количество е разположено в клетъчното ядро. Една част от него постояно 
мигрира между ядро и цитоплазма и участва в редица клетъчни процеси – биогенеза 
и експорт на рибозоми, дупликация на центрозоми, ремоделиране на хроматин, асам-
блиране на хистони, клетъчна пролиферация, регулация на ДНК-репариращи механи-
зми, контрол на транскрипция и отговор към стрес-стимули.1 Мутациите в NPM1-гена 
са специфично асоциирани с остра миелоидна левкемия (ОМЛ) и са едни от често сре-
щаните генетични нарушения при възрастни пациенти – в около 35% от всички случаи 
и в 50-60% от пациентите с нормален кариотип. При деца с ОМЛ се среща значително 
по-рядко (8%). Мутациите винаги са хетерозиготни и с редки изключения не се срещат 
при ОМЛ с рекурентни генетични аномалии.2, 3 Описани са над 55 различни мутации 
в NPM1, най-често засягащи екзон 12 под форма на малки инсерции или дупликации 
(обикновено четири нуклиотидни двойки, а понякога до единадесет нуклеотидни 
двойки).4 Счита се, че последствията на ниво протеин са идентични и водят до кле-
тъчна делокализация от ядро в цитоплазма чрез формиране на нов сигнал за ядрен 
експорт и/или чрез увреждане на C-терминалния триптофан, участващ в ядрената ре-
тенция на протеина.5 В около 90-95% от всички мутации в NPM1-гена са представени 
под форма на три мутации, от които най-честа е тип А (TCTG-дупликация) (75-80%), 
докато останалите две са по-редки – съотв. тип В (CATG-инсерция) (10%), по-честа 

при деца, и тип D (CCTG-инсерция) (5%).6, 7 В редки случаи са описани и мутации, на-
стъпващи в екзон 9 и екзон 11.8 Пациентите с мутации в NPM1-гена се характеризират 
с преобладаване на женския пол, “cup-like” ядрос изразени инвагинации в бластите, 
мултиленийна дисплазия, по-висок брой левкоцити и бласти към момента на диагноза, 
по-често екстрамедуларно ангажиране, висока честота на нормален кариотип (85%) и 
вътрешни тандемни дупликации (ITD) на FLT3-гена (40-55%) и мутации в DNMT3-гена, 
отсъствие на CD34 (90-95%) и специфичен профил на генна експресия и микро-РНК.9, 10 

Мутациите в NPM1 са с изразена стабилност в хода на болестта, което ги прави удобен 
маркер за проследяване на минимална резидуална болест.11

Аналитични методи за изследване. За рутинно доказване на NPM1-мутации се из-
ползват различни подходи. Конвенционалното секвениране по Sanger е дефинитивен 
метод, позволяващ доказването както на известни, така и на нови, неописани форми.12 

Широко се използват и редица алтернативни подходи – фрагментен анализ при капи-
лярна електрофореза след амплификация чрез полимеразно-верижна реакция (PCR)13, 
чрез алел-специфична PCR с праймери, специфично насочени към най-чести форми на 
мутациите – A, B и D, и агарозна електрофореза14 или с Taqman-сонди15. Друга възмож-
ност е използване на имухистохимична техника чрез анти-NPM1-антитела, доказваща 
цитоплазмена делокализация на мутирала форма на протеина върху препарати, полу-
чени чрез трепанобиопсия; при този подход не е възможно да се прецизира конкрет-
ната форма на мутацията.16 През последните година се използва и секвениране от ново 
поколение (NGS). 

Доказателства за предиктивно значение. Наличието на мутации в NPM1-гена дефи-
нира обособен подтип ОМЛ, включен в категорията ОМЛ с рекурентни генетични 
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аномалии17; има значение за определяне на риск и за избор на терапия, поради което 
иследването на аномалията е съществен елемент от диагностичния панел. По прави-
ло наличието на NPM1-мутации в отсъствие на вътрешна тандемна дупликация на 
FLT3-гена (FLT3-ITD) корелира с повишена честота на постигане на пълна ремисия 
и с удължена преживяемост без болест (ПББ) и обща преживяемост (ОП). Според по-
вечето препоръки пациенти с това нарушения се стратифицират в група с нисък риск 
(благоприятна прогноза)18, 19, най-силно изразен при нормален кариотип. По правило 
при тези пациенти се прилага коwнвенционална индукционна терапия, включваща 
cytarabine и антрациклин, с последваща постремисионна терапия, включваща 2-4 ци-
къла интермедиерни дози cytarabine (1000-1500 mg/m2 I.V. за 3 часа, 3 дни, или 1000-
1500 mg/m2 I.V. за 3 часа, 5 или 6 дни), когато са на възраст 18-65 години, и съотв. 
2-3 цикъла интермедиерни дози cytarabine (500-1000 mg/m2 I.V. за 3 часа, 3 дни, или 
500-1000 mg/m2 I.V. 3 часа, 5 или 6 дни), когато са на възраст над 65 години.19 Алоген-
ната трансплантация на хемопоетични стволови клетки не е опция при тези пациен-
ти, тъй като липсва значима разлика в ОП (70% срещу 60% при пациенти без донор).20 

Петгодишната ОП при мутации в NPM1 в отсъствие на FLT3-ITD (60%) се доближава 

до тази при пациенти с хромозомни аномалии, асоциирани с благоприятна прогноза, 
каквито са ОМЛ с хромозомни аномалии, засягащи транскрипционния фактор core-
binding factor. От друга страна, подобрената ОП при мутации в NPM1 спрямо тези, 
без мутации в NPM1 е изразена при по-млади пациенти на възраст под 65 години – 
съотв. двегодишна ОП – 70% срещу 32%. При по-възрастни подобни различия не се 
наблюдават.21 При проучване на 1312 възрастни пациенти (> 65 години) се съобщава 
значително по-висока честота на пълна ремисия, независимо от използван терапевти-
чен протокол, при пациенти, носещи мутации в NPM1, без обаче това да е свързано с 
подобряване на ОП.22 Когато NPM1-мутациите са придружени от FLT3-ITD, болните се 
отнасят към група с интермедиерна прогноза; някои проучвания показват, че прогно-
зата при FLT3-ITD(+) с мутации в NPM1-гена е по-добра от тази, при пациенти с FLT3-
ITD(+) без мутации, които попадат в групата с висок риск.23 Прогностичната значимост 
на мутациите в NPM1-гена при пациенти с абнормен кариотип е обект на дискусии и 
не е изяснена. През последните години някои проучвания очертават перспективност 
на използване на Аll-trans retinoic acid (ATRA) и аrsenic trioxide при пациенти с мута-
ции в NPM1.24, 25

A

 � При всички пациенти с остра миелоидна левкемия и нормален кариотип се препоръчва изследване за NPM1-мутации към момента на диагноза за 
дефиниране на подтип остра миелоидна левкемия с рекурентни генетични аномалии.

 � За интепретация на прогностичната стойност на NPM1-мутации е задължително определянета на FLT3-ITD-статус.
 � Алогенна трансплантация на хемопоетични стволови клетки не се препоръчва при пациенти с NPM1-мутации при отсъствие на FLT3-ITD.
 � За оценка на NPM1-статус се препоръчва алел-специфичен PCR или имунохистохимично изследване на цитоплазмена делокализация в костномозъчна 
биопсия.
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1.1.3. Биалелна CEBРA-мутация
Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Генът CCAAT/enhancer binding protein α (CEBPA) е разполо-
жен на хромозома 19q13.1. В структурата му липсват интрони и кодираният от него 
протеин изпълнява функции на фактор на транскрипция. Според началното място 
на транслацията се синтезират два различни продукта – CEBРA-протеин, включващ 
цялостната структура (P42), и скъсена изоформа, в която липсват 117 N-терминални 
аминокиселини. Като нуклеарен фактор за транскрипция, в структурата на CEBPA-
протеина са включени С-терминално разположен ДНК-свързващ домейн и области, 
необходими за хомо- и хетеродимеризацията с други транскрипционни фактори, а в N-
края са разположени три трансактивационни домейна за взаимодействие с компонен-
ти на транслационната система, регулатори на клетъчния цикъл и фактори, участващи 
в хроматиново ремоделиране. По правило CEPBA-протеинът има ключово значение за 
контрол на миелоидната диференциация на хемопоетичните стволови клетки.1 Екто-
пичната експресия на CEBPA води до арест на клетъчния цикъл.

Мутации в CEBPA-гена се срещат в около 10% от пациентите с остра миелоидна лев-
кемия (ОМЛ).2 Най-общо, те се разделят на две основни групи: (i) C-терминални in-
frame ins/del-мутации, които водят до нарушена димеризация на протеина и намалено 
свързване с ДНК, и (ii) N-терминални out-of-frame ins/del-мутации, при които се на-
рушава транслацията на пълната P42-изоформа и се синтезира скъсен P30-протеин, 
който има доминантно-негативен ефект.3 Крайният резултат от появата на мутации е 
нарушена активност на транскрипционния фактор.4 В някои проучвания преоблада-
ват моноалелни мутации в CEBPA (CEBPAsm) – 62.5% срещу 42.6% биалелни мутаци 

(CEBPAdm)2, докато в други те са със сходна честота, съотв. 45% със CEBPAsm и 55% 
със CEBPAdm5. В преобладаващия брой от случаите с биалелни CEBPA-мутации (около 
90%) едната е C-терминална, а другата – N-терминална. Случаите с хомозиготни N‘-
терминални или C‘-терминални мутации са относително редки. Съобщава се изразена 
асоциация на аномалията с нормален кариотип – около 70% от пациенти с CEBPA-му-
тации, както и по-висока честота при пациенти с del(9q), 62.5% от които носят мутаци-
ята.6 Същевременно се наблюдават различия в честотата и вида на съпътстващи други 
мутации според това дали е засегнат само едният или и двата CEBPA-алела. Например 
допълнителни мутации в други гени се съобщават в 69.2% при CEBPAdm срещу 88.6% 
при CEBPAsm. От друга страна, при CEBPAdm са по-чести допълнителни мутации, за-
сягащи GATA1- и WT1-гените, докато при CEBPAsm са по-чести нарушенията в гените 
FLT3, NPM1, ASXL1 и RUNX1.2

Аналитични методи за изследване. Мутациите в CEBPA-гена при ОМЛ са хетеро-
генни по своята природа и имат разпръсната локализация, което предопределя необ-
ходимост от секвениране на кодиращата секвенция на гена за тяхното установяване. 
Рутинен подход е конвенционално секвениранe по Sanger.7 През последните години 
успешно се прилага и секвениране от ново поколение (NGS)8, 9; предлагат се и комер-
сиални китове за изследване на миелоидни неоплазии, които позволяват доказване и 
на CEBPA-мутации.

Доказателства за предиктивно значение. Изследване за CEBPA-мутациите се пре-
поръчва да бъде включено в диагностичния панел при новодиагностицирани болни с 
ОМЛ.10 Наличието на CEBPAdm дефинира обособен подтип ОМЛ, включен в катего-
рия ОМЛ с рекурентни генетични аномалии. Наличие на мутации в CEBPA дефинира 
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и един подтип от категория миелоидни неоплазии с наследствено предразположение 
без предшестващи заболявания или органна дисфункция.11 Според препоръките на 
European Leukemia Net (2017) пациенти със CEBPAdm-мутации се стратифицират в ге-
нетична група с нисък риск, заедно с тези, носещи t(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1-RUNX1T1, 
inv(16)(p13.1q22)/t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB-MYH11 и NPM1-мутации без вътрешни 
тандемни дупликации на FLT3-гена (FLT3-ITD).10 Наличие на CEBPAdm се смята за 
благоприятен прогностичен фактор и пациентите се характеризират с подобрена ос-
емгодишна обща преживяемост (ОП) от 54% срещу 31% и 34% съотв. при пациенти със 
CEBPAsm и без мутации. По отношение на честота на постигане на пълна ремисия не 
се отбелязват значими различия, свързани с мутационния статус на CEBPA.5 Редица 
наблюдения подкрепят идеята, че наличие на съпътстващи хромозомни аберации не 
променя прогнозата при пациенти с биалелни мутации в CEBPA.10 Същевременно му-

тацията губи своето прогностично значение при допълнително наличие на вътрешни 
тандемни дупликации на FLT3-гена (FLT3-ITD) съотв. с ОП – 26% при FLT3-ITD(+)/без 
мутации в CEBPA, 21% при FLT3-ITD(+)/CEBPAsm и 14% при FLT3-ITD(+)/CEBPAdm.5 

Терапевтичният подход при CEBPAdm е сходен с този, прилаган при всички ОМЛ с 
нисък риск, и включва конвенционална индукция с антрациклин и cytarabine, най-
често под форма на класическия 3 + 7 протокол. След постигане на пълна ремисия 
при CEBPAdm ОМЛ, без съпътстващи FLT-ITD, пациентите следва да получат поне 
един цикъл интензивна консолидационна химиотерапия, включваща интермедиерни 
или високи дози cytarabine.12 Алогенната трансплантация на хемопоетични стволови 
клетки е опция само при пациенти с рецидив или с неблагоприятни молекулярни или 
цитогенетични фактори.

A
 � При всички пациенти с остра миелоидна левкемия и нормален кариотип се препоръчва изследване на биалелни CEBPA-мутации.
 � За интепретация на прогностична стойност на CEBPA-мутации е задължително изследване на FLT3-ITD-статус.
 � За оценка на CEBPA-статус се препоръчва секвениране.

B Алогенна трансплантация на хемопоетични стволови клетки се препоръчва само при CEBPA-позитивни пациенти с рецидив или с неблагоприятни про-
гностични фактори.

Биалелни мутации в CEBPA-гена са свързани с благоприятна прогноза само в случаи, когато отсъстват FLT3-ITD.
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1.1.4. FLT3-вътрешна тандемна дупликация
Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Генът FLT3 (Fms like tyrosine kinase 3) е разположен на хро-
мозома 13q12-q13 и кодира синтез на клас III рецептор с тирозинкиназна активност, 
експресиращ се върху хемопоетични стволови клетки, след което експресията му на-
малява по време на диференциация. Структурата му е сходна с тази на рецепторите за 
растежен фактор, освобождаван от тромбоцити (PDGFR), колонистимулиращ фактор 
(CSF) и Kit-лиганд. При свързване със съответния FLT3-лиганд FLT3 димеризира и 
претърпява конформационни промени, в резултат на които става възможно взаимо-
действие с ATP и последващо автофосфорилиране на юкстамембранния домейн и ак-
тивиране на сигнални каскади, водещи до индуциране на пролиферация и подтискане 
на апоптозата с участие на STAT5, MAPK и др. При остри миелоидни левкемии (ОМЛ) 
се срещат две основни нарушения в структурата на FLT3: (i) вътрешна тандемна дупли-
кация (ITD) и (ii) точкова мутация, водеща до промяна в аминокиселнната последова-
телност в D835. От двете аномалии само първата е с изразена клинична значимост при 
ОМЛ.1 По правило FLT3-ITD представлява тандемно инсертната дупликация на коди-
ращи секвенции в юкстамембранния домейн. Нарушението е in-frame, като дължината 
на диплицирания фрагмен варира между 3 и 200 bp (най-често < 100 bp).2 Функцио-
налните последствия от придобиване на FLT3-ITD включва нарушена автоинхибираща 
функция на тирозинкиназния домейн, водеща до постоянно подаване на активиращи 
сигнали в трансформираните левкемични клетки. Аномалията е характерна за ОМЛ и 
е с честота около 20%3, но се среща и при други заболявания като остра лимфобластна 
левкемия и миелодиспластични синдроми, макар и значително по-рядко, съотв. < 1%4 

и 6.1%5. Честотата на FLT3-ITD при ОМЛ проявява изразена асоциация с възрастта: 
аномалията е рядка при кърмачета, нараства до 5-10% при деца на възраст 5-10 години, 
до 20% при млади и достига до > 35% при възраст > 55 години.6 Честотата на FLT3-ITD 
варира в широки граници при отделни субтипове ОМЛ. Най-висока честота е устано-
вена при ОМЛ с нормален кариотип (28-34%) и с мутации в NPM1-гена (39%)7 и при ос-
тра промиелоцитна левкемия (31-36%)1, 8. При FLT3-ITD(+) пациенти с ОМЛ се наблю-
дава тенденция за бласти с cuplike-ядрени инвагинации и по-изразена левкоцитоза. 
Аналитични методи за изследване. Изследването на FLT3-ITD в рутинната практи-
ка се извършва върху геномна ДНК или РНК, изолирани от клетки от костен мозък 
или периферна кръв, чрез полимеразно-верижна реакция (след обратна транскрипция 
при РНК) (PCR) и с последващ анализ на продуктите на амплификация чрез агарозна 
електрофореза или чрез фрагментен анализ при капилярна електрофореза. Послед-
ният метод се предпочита през последните години, тъй като позволява доказване на 
ITD с къси фрагменти, определяне на дължина на дупликацията, както и оценка на 
съотношението на мутантен към нормален (“див” тип, WT) алел.9 Броят на бластите в 
изследваната проба има решаващо значение за успеха на изследването, тъй като раз-
реждането на левкемични с нормални хемопоетични клетки може да намали чувстви-
телността.1 Основни недостатъци на този подходе относително ниска чувствителност 
и преференциално амплифициране на нормален FLT3-алел (с по-малка дължина на 
фрагмента) спрямо мутантната му форма; затова устaновеното съотношение FLT3-
ITD/FLT3-wt не винаги отразява реалното, особено при ITD с по-голяма дължина. 
Чрез фрагментен анализ се доказват ниски нива на аномалия със съотношение FLT3-
ITD/FLT3-wt – 5% срещу 10% чрез конвенционален PCR. Съобщава се и възможност 
за успешно използване и на високоразрешителен мелтинг-анализ10, който обаче не на-
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мира широко приложение в практиката. Желателно е резултатът от изследването на 
FLT3-ITD да е наличен в рамките на 48-72 часа. Като оптимален скринингов подход се 
очертава и секвениране от ново поколение (NGS)11, независимо че се съобщават про-
блеми, свързани с биоинформативна обработка на данните12. 

Доказателства за предиктивно значение. От клинична гледна точка FLT3-ITD е 
един от най-важните прогностични фактори за обща преживяемост (ОП) при па-
циенти с ОМЛ, с подчертано неблагоприятна прогноза, независимо от прогностич-
ната цитогенетична група, към която пациентът е стратифициран. Същевременно 
FLT3-ITD представляват хетерогенна група от аномалии, различаващи се по брой на 
вътрешни тандемни дупликации, дължина, място на инсертване, както и по съотно-
шение на мутантен и нормален FLT3-алели, респективно – в относителни нива на аб-
нормен и нормален протеини.13 С доказана прогностична значимост е относителната 
големина на мутантния товар, респективно – съотношение FLT3-ITD-към нормален 
FLT3-алел. Само когато съотношението FLT3-ITD/FLT3-WT e > 50%, аномалията има 
клинична значимост14, тъй като при тези нива е вероятна загуба на нормален FLT3-
алел1. Дори много малки нива на FLT3 ITD-мутации (големина на клона от 0.2-2%) 
е важно да бъдат установени, защото клетките могат да оцелеят след индукционна 
терапия и след време да пролиферират. Обсъжда се също и значението на дължина 
на FLT3-ITD; медианната дължина на ITD e между 39-54 bp и се смята, че при по-
дълги дупликации (≥ 70 bp) началото е в киназния, а не в юкстамембранния домейн. 
Съществуват данни, че при по-дълги ITD, както и при инсертване на ITD в киназния 
домейн, са налице асоциации с по-ниска честота на пълна ремисия и/или с влошена 
ОП.9, 15 Тези резултати обаче не се потвърждават в други проучвания.16 По отноше-
ние на клиничното значение на броя на ITD данните също са противоречиви; според 

някои автори наличието на повече от една дупликация корелира със скъсена ОП17, 
докато според други тази находка няма прогностична значимост18. Прогностично 
значение има и динамиката на аномалията в хода на болестта: при някои пациенти 
с доказана FLT3-ITD при диагноза по време на рецидив аномалията отсъства; при 
тези случаи прогнозата е по-благоприятна в сравнение с тези, при които дупликаци-
ята персистира. От друга страна, при случаи, които са били FLT3-ITD-отрицателни 
при диагноза, аномалията се доказва при рецидив; в тези случаи прогнозата също е 
толкова неблагоприятна, както при тези, при които аномалията персистира.20 В ня-
кои проучвания се съобщава, че наличието на NPM1-мутации при FLT3-ITD-поло-
жителни пациенти подобрява прогнозата, незавасимо, че е по-неблагоприятна спря-
мо тези, при които FLT3-ITD отсъства. При пациенти със съотношение FLT3-ITD/ 
FLT3-WT > 50% прилагането на рутинни индукционни протоколи (7 + 3) е крайно 
неефективно, въпреки че при възрастни не се отбелязва значима разлика в честота 
на пълна ремисия, асоциирана сFLT3-ITD-статус, докато при деца вероятността за 
пълна ремисия е значително по-ниска, когато аномалията присъства.21 Същевремен-
но, аномалията е свързана с кратка ОП и преживяемост без болест (ПББ). Една от 
опциите за промяна на тази неблагоприятна прогноза е алогенната трансплантация 
на хемопоетични стволови клетки; метаанализ отчетливо демонстрира, че транс-
плантацията при първа ремисия намалява честотата на рецидиви и подобрява как-
то ОП, така и ПББ.22 Друга потенциална опция е използване на таргена терапия с 
FLT3-инхибитори, най-често в съчетание с цитостатици.23 Наличието на FLT3-ITD 
при пациенти с t(15;17)/PML-RARA-положителна остра промиелоцитна левкемия не 
повлиява терапевтичния отговор или прогноза, особено при комбинирано използва-
не на аrsenic trioxide (ATO) и all-trans retinoic acid (ATRA).24 
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1.1.5. Биомаркери за мерима (минимална) резидуална болест (PML-
RARA-фузионни транскрипти)
Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Острата промиелоцитна левкемия (ОПЛ) е обособен подтип 
остра миелоидна левкемия (ОМЛ), характеризиращ се със специфични морфологични 
промени, асоциирана коагулопатия и патогномонични генетични нарушения – t(15;17)
(q22;q21) и фузионeн ген PML-RARα, които имат ключово значение в патогенезата на 
болестта.1 В повечето случаи фузионният ген се образува при реципрочен обмен на гене-
тичен материал при t(15;17)(q22;q21), при което се сливат области на PML (Promyelocytic 
Leukemia) [15q24] и RARa [Retinoic acid receptor, alpha] [17q21] гените. В около 4% от слу-
чаите появата на PML-RARa е свързана с интерстициална инсерция или по-сложни пре-
устройства, при които често липсват видими промени в хромозоми 15 и 17 (криптични 
пренареждания). В зависимост от локализацията на счупването в PML-гена (bcr1, bcr2 и 
bcr3) се формират различни PML-RARα-гени и фузионни транскрипти, означавани като 
дълги [Long (L)], вариабилни [Variable(V)] и къси [Short(S)]. Като казуистика, вместо PML-
RARa, се срещат други фузионни гени с участие на RARa – ZBTB16(РLZF)-RARa/t(11;17)
(q23;q21), NPM1-RARa/t(5;17)(q32;q12), NUMA1-RARa/t(11;17) (q13;q21) и др.2

RARa-генът кодира синтез на транскрипционен фактор, участващ в регулация на голя-
ма група гени от пътя на сигнална трансдукция, свързан с ретиноева киселина [Retinoic 
Acid (RA)]. Rara-медиираният контрол на транскрипция е възможен само когато Rara е 
свързан с Retinoid X Receptor (RXR) под форма на хетеродимерен комплекс. При лип-
са на RA хетеродимерът е свързан с корепресорен фактор (Co-R) и транскрипцията е 
блокирана. При наличие на RA пространствените промени в Rara водят до отделяне на 

Co-R, свързване с коактиватор (Co-A) и индуциране на транскрипция на гени, участва-
щи в терминалната миелоидна диференциация и в блокиране на пролиферацията.3 По 
правило PML-генът кодира синтез на протеин, който e основен компонент на мулти-
протеинен комплекс, разположен в ядрените органели, означавани като Nuclear Body 
(NB) или PML-онкогенни домейни [РML oncogenic domains (PODs)]. Така РML участва 
в регулацията на транскрипция и апоптоза, като изпълнява и функция на тумор-супре-
сор и вероятно участва и в имунната защита на организма.4

Хибридният Pml-Rara онкопротеин запазва частично структурата и функциите на 
Rara, като в същото време придобива и нови свойства, свързани с области от Pml. В 
резултат на това Pml-Rara може да се свързва с редица гени, които са необичаен таргет 
за Rara; образува мултипротеинни комплекси, водещи до функционално изчерпване 
на редица фактори, без които нормалният Rara-протеин не може да реализира био-
логичната си активност; в допълнение води до пространствената им делокализация в 
нови нуклеарни и/или цитоплазмени компартменти. В същност Pml-Rara конкурентно 
измества Rara при свързването му с ключови за миелоидната диференциация гени и те 
остават изцяло под контрол на онкопротеина. За разлика от нормалния Rara, връзката 
на Pml-Rara с корепресорните фактори е много здрава и те не се отделят при физи-
ологични концентрации на RA, поради което прибцията е блокирана. От значение е 
и формирането на хетеродимери на Pml-Rara с нормален Pml-протеин, при което се 
разрушават NB, а протеините, включени в комплекса, се делокализират в многобройни 
малки аберантни структури. Поради тези промени Pml-протеинът функционално се 
инактивира и настъпва загуба на контрол върху пролиферация, скъсяване на фазите 
на клетъчния цикъл и блокиране на апоптозата. 
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Наличието на PML-RARa при болни с ОПЛ е в основата на изключително висока те-
рапевтична ефективност на специфичните терапевтични протоколи, включващи тар-
гетен диференциращ агент All Trans Retinoic Acid (ATRA) в комбинация с антрациклин 
(daunorubicin или idarubicin) или комбиниране на ATRA с друг диференциращ агент 
– Аrsenic trioxide (АТО), без прилагане на химиотерапия10, чрез което се постига пълна 
ремисия в 95-100%, преживяемост без болест (ПББ) – над 90%11 и обща преживяемост 
(ОП) – 86-97%. Фармакологично ATRA е активната форма на ретинол в тъканите и 
прилагайки се във високи концентрации, преодолява здравата връзка на PML-RARa/
RXR с Co-R и предизвиква дисоциация на последния; това позволява свързване с Co-A 
и активиране на транскрипцията. Индуцираната от ATRA диференциация се придру-
жава от деградация на Pml-Rara, арест на клетъчния цикъл и инхибиране на клетъчния 
растеж. След лечение с ATRA малигнените клетки се диференцират в зрели грануло-
цити и се възстановяват повечето функционални отнасяния на нормалните клетки. 
За разлика от химиотерапия, ATRA може да индуцира ремисия в значителна част от 
болните, без това да се съпровожна с нарушения в хемостазата. Действието на AТО 
е свързано с нормализиране на Pml. Когато се прилага в ниски концентрации (0.1-
0.5 mmol/L), препаратът предизвиква директно разграждане на Pml-Rara в неговата 
Pml-част, в резултат на което отпада негативното въздействие на онкопротеина върху 
функциите на Rara и се стимулира диференциация на промиелоцити. При високи кон-
центрации (0.5-2.0 mmol/L) АТО, освен разграждане на Pml-Rara, повишава и транс-
фера на Pml от нуклеоплазмата към нуклеарния матрикс, чрез което се възстановява 
нормалната структура на NB. В същото време се активира caspase 3 и се подтиска екс-
пресията на Bcl-2. Крайният резултат е индуциране на апоптоза и възстановяване на 
контрол на клетъчната пролиферация.6

Аналитични методи за изследване. По дефиниция всички пациенти с ОПЛ са поло-
жителни за фузионни PML-RARa-транскрипти, което позволява използване на анома-
лията като маркер за проследяване на МРБ. За оценка на МРБ може да бъде прилагана 
двуетапна (Nested primers) качествена полимеразна верижна реакция след обратна 
транскрипция (RT-PCR)7 или количествена RT-PCR с използване на Taqman-сонди, 
която е значително по-прецизна8. За разлика от повечето молекулярни маркери при 
ОМЛ, при които чувствителността на RT-PCR може да достигне 10-5, по отношение на 
PML-RARa тя е значително по-ниска (10-3-10-4), вероятно поради по-слабата му експре-
сия. По-ниската чувствителност на метода, както и изразената ефективност на съвре-
менните таргетни препарати при ОПЛ, са в основа на липса на установими PML-RARa 
транскрипти, наблюдавана във висок процент от болните с молекулярна ремисия 
(пълен молекулярен отговор).9 Когато се използват по-чувствителни PCR-методи за 
доказване на МРБ чрез определяне на PML-RARα (10−6), изразената корелация между 
молекулярния тест и прогнозата не е така изразена.11 Мониторирането следва да се 
извършва върху материал от аспират от костен мозък, тъй като нивото на фузионни 
транскрипти в периферна кръв е около 1.5 лога по-ниско и съответно установяването 
на молекулярен рецидив се забавя с 29 дни.11 През последните години се съобщава за 
успешното използване на капков дигитален PCR [Droplet digital PCR) като по-точен и 
чувствителен подход за оценка на МРБ.12

Доказателства за предиктивно значение. Понятието минимална резидуална болест 
дефинира наличие на резидуални левкемични клетки при пациенти в пълна ремисия, 
чието количество е под граница на чувствителност на морфологичните методи за оцен-
ка на терапевтичен отговор. Доказването им е възможно само чрез по-чувствителни 
имунологични или молекулярни подходи, каквито са многопараметърната флуоцито-
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метрия и РCR.13 През последните години ОПЛ от агресивна, често фатална неоплазия, 
се превърна в остра левкемия с най-висок процент на излекуване. До голяма степен 
това е свързано както с прилагане на нови таргетно-ориентирани терапевтични под-
ходи, така и с адаптиране на терапевтичната стратегия според данни за ниво на МРБ.14 

По правило ОПЛ е едно от малкото хематологични неоплазии, при коите съществува 
консенсус за полза от интегриране на МРБ в рутинната клинична практика и съответ-
но за терапевтични решения, които се вземат въз основа на тези данни.16 Най-общо, 
при ОПЛ e в сила правилото, че трайното отсъствие на МРБ корелира с благоприятна 
прогноза и дългогодишна преживяемост, докато прогностичната стойност на RT-PCR-
МРБ(+) зависи от установено ниво, моментна анализ, както и от вид на лечение.

Настоящите препоръки за значението на МРБ при ОПЛ до голяма степен се основават 
на данни от класически терапевтични стратегии, включващи индукция с комбинация 
от ATRA и антрациклин, последвана от три курса консолидация с химиотерапия и две-
годишна поддържаща терапия.16, 17 В края на индукционно лечение с ATRA плюс хими-
отерапия наличието на RT-PCR-МРБ(+) се съобщава при значителна част от болните 
(47-79%), независимо от постигната хематологична ремисия при повечето от тях.17-19 
Същевременно се смята, че статусът на RT-PCR-МРБ в този момент има ниска клинич-
на значимост. В проучване, обхващащо 406 пациенти с ОПЛ, не е установена каквато и 
да е връзка между молекулярен МРБ-статус и риск от рецидив.19 Подобни са данните 
и от друго проучване, включващо 145 болни, в което липсват значими различия по 
отношение на петгодишен риск от рецидив, свързан с RT-PCR-МРБ-статуса в края на 
индукцията – съотв. 71% при RT-PCR-МРБ(+) и 80% при RT-PCR-МРБ(-), като не е на-
блюдавана асоциация и по отношение на ОП.18 Причина за отсъствие на прогностична 
значимост в този момент вероятно е свързана с факта, че наличието на установими 

PML-RARa може да означава забавена матурация, а не резистентност, тъй като 87.5% 
от пациентитес RT-PCR-МРБ(+) впоследствие негативират своя МРБ-статус в края на 
консолидацията.17 Въз основа на тези и други сходни данни не се препоръчва информа-
цията за ниво на МРБ в края на индукционно лечение с ATRA плюс химиотерапия да 
се има предвид при вземане на терапевтични решения.20 Същевременно при пациенти, 
при които индукционното лечение е проведено с АТО, наличието на RT-PCR-МРБ(+) 
в края на индукционното лечение корелира с повишен риск от рецидив (относителен 
риск = 4.9), докато при нито един от пациентите сRT-PCR(-) не е наблюдаван рецидив.21 
Тези различия биха могли да се обяснят с вариации в динамиката на очистване на PML-
RARα при лечение с ATRA и ATO, които вероятно са свързани с конкретния механизм 
на действие на двата препарата върху левкемичните клетки: докато ATRA води до ди-
ференциация на бластите, ATO, приложен във високи концентрации (1-2 × 10-6 M), ин-
дуцира апоптоза, независимо че, използван в ниски концентрации (0.25-0.5 × 10-6 M) и 
по-продължителни курсове, също води до диференциация на ОПЛ-бласти.22

От друга страна, RT-PCR-МРБ-статусът в края на консолидиращо лечение е най-
мощен предиктивен фактор за преживяемост без рецидив (ПБР) (относителен риск 
17.87)19, поради което наличието на молекулярна ремисия трябва да бъде верифици-
рано в края на последния цикъл от консолидиращата терапия, независимо от използ-
вания терапевтичен протокол23. Още през 1999 г. група GIMEMA показва за първи 
път, че превантивна терапия, базирана на молекулярни данни за МРБ, обуславя пре-
имущества в сравнение с пациенти, при които лечението е започнало при разгънат 
клиничен рецидив – съотв. кумулативна ПБР – 85% срещу 44%.24 В последствие да-
ните за по-добра прогноза при пациенти със стартирано превантивно лечение при 
установим молекулярен рецидив е значително по-добра от тази при изчакване на 
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поява на хематологичен рецидив.25 По правило ATO-базирани режими са първа оп-
ция на спасителна терапия при пациенти с молекулярен рецидив, въпреки че може да 
се използва и ATRA плюс химиотерапия.26 Резултати от проучване Medical Research 
Council AML15 показват, че профилактичните терапевтични интервенции с АТО при 
пациенти с молекулярен рецидив спират прогресията при повечето болни и често-
тата на едногодишна ПБР е 73%, а тригодишната кумулативна честота на рецидиви 
е едва 5%.19

Понятието молекулярен рецидив се дефинира като ново позитивиране на RT-PCR за 
PML-RARa-транскрипти (чувствителност 10−4) при две последователни изследвания 
на материал от костномозъчен аспират.24 Препоръчва се молекулярен мониторинг за 
МРБ да се извършва прeз три месеца, в продължение на две или три години след края 
на консолидиращо лечение.11, 21 Съществуват данни, че неспазването на този интервал 
и удължаването му до 4-5 месеца води до пропускане на развитието на хематологи-
чен рецидив.18 Както молекулярният рецидив, така и трайното персистиране на висо-
ки нива на PML-RARa или тяхното нарастване в хода на проследяване са свързани с 
неблагоприятна прогноза и идентифицират пациенти с по-висок риск от рецидив и с 
по-кратка преживяемост.20 Постигането на молекулярна ремисия след трети курс от 
консолидираща терапия се према като основна терапевтична цел при пациенти с ОПЛ, 
като и лонгитудинално RT-PCR-мониториране и прилагане на превантивна терапия 
при молекулярно доказан рецидив понастоящем е възприета от повечето кооператив-

ни групи.27 Изборът на конкретна терапевтична стратегия варира и зависи от конкрет-
ната ситуация и локално възприета клинична практика.

С цел индуциране на молекулярна ремисия при пациенти с рецидив на ОПЛ се прилага 
комбинация ATO плюс ATRA. Според установения PML-RARa-статус се препоръчват 
следните опции: автоложна трансплантация на хемопоетични стволови клетки (ав-
то-ТХСК) при пациенти с молекулярна ремисия, алогенна ТХСК (ало-ТХСК) при па-
циенти с перистираща болест при молекулярен мониторинг [PCR(+)]28 или до 6 курса 
АТО, със или без ATRA, със или без химиотерапия при RT-PCR-МРБ(+) пациенти, при 
които не може да се проведе ТХСК.26, 28 Използването на комбинация ATRA–ATO като 
индукционно лечеие е значетелно по-ефективна в сранение с класическите протоколи, 
като четиригодишната кумулативна честота на молекулярни рецидиви е съотв. 1% срещу 
18%.29 Редица проучвания показват, че поддържащо лечение с ATRA, евентуално ком-
бинирано с 6-mercaptopurine или methotrexate, при високорискови пациенти с PCR(-)-
резултат след консолидация има благоприятно прогностично значение. Същевременно 
значението на поддържащо лечение при пациенти с нисък риск, които са в молекулярна 
ресимия след консолидация, не е изяснено.30 От друга страна, имайки предвид изклю-
чително ниския риск от рецидив при пациенти, получили АТО-базирани режими, ико-
номическата рентабилност на молекулярния мониторинг е под въпрос, а някои автори 
смятат, че последователно проследяване на МРБ е необходимо само при висок риск с 
оглед да се   предскаже рецидив и своевременно да се стартира превантивна терапия.27

A  � Изследване на минимална резидуална болест чрез количествен RT-PCR се препоръчва като задължителен елемент от оценка на терапевтичен отговор 
при остра промиелоцитна левкемия, лекувана с таргетни препарати.
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A

 � Препоръчва се изследването на минимална резидуална болест при остра промиелоцитна левкемия да се провежда с количествена или качествена RT-
PCR, с чувствителност не по-малка от 10-4, върху материал от костен мозък.

 � Препоръчва се изследването на минимална резидуална болест да се провежда през три месеца в продължение на две-три години след края на 
консолидиращо лечение.

 � Оценка на минимална резидуална болест в края на индукционно лечение се препоръчва при пациенти, получили терапия, съдържаща Аrsenic trioxide, но 
не и при пациенти, лекувани с режими, съдържащи All Trans Retinoic Acid.

 � Статусът на минимална резидуална болест, определена с RT-PCR след приключване на консолидиращо лечение, се препоръчва като най-важен 
прогностичен фактор за преживяемост без рецидив, налагащ верифициране на молекулярна ремисия в края на последния цикъл от консолидиращата 
терапия, независимо от използвания терапевтичен протокол.

 � Препоръчва се проследяването на минимална резидуална болест да продължи не по-малко от две години, особено при високорискови пациенти.
 � При доказване на молекулярен рецидив в края на консолидиращо лечение или след него се препоръчва стартиране на превантивно лечение, без да се 
изчаква развитие на клинично проявен рецидив.

 � При всички пациенти със съмнение за oстра левкемия задължително се прилага интегриран диагностичен подход, включващ морфология на периферна 
кръв и костен мозък, имунофенотипизация и провеждане на генетични изследвания за идентифициране на рекурентни генетични аберации и 
потенциални биомаркери за мониториране на резидуална болест.

 � Изследването на минимална резидуална болест при остри левкемии следва да се осъществява в специализирани лаборатории, които имат добре 
функциониращ механизъм за интегриране на морфологична и молекулярна оценка на клиничния материал в съпоставка с основни клинични данни, 
заедно с годишна натовареност не по-малка от 200 преминали пациенти с хематологични болести от всяко едно направление.
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1.1.6. TP53-мутация при миелодиспластичен синдром
Георги Балаценко, Маргарита Генова 

Молекулярна биология. ТР53 е тумор-супресорен ген, чието увреждане под форма на 
делеции или соматични мутации се среща при различни хематологични неоплазии и со-
лидни тумори. Генът е разположен на късото рамо на хромозома 17p13.1 и съдържа 11 
екзона, от които 10 са кодиращи (2-11). Синтезираният р53-протеин е изграден от 393 
аминокиселини и включва в структурата си следните домейни: (i) N-терминален домейн, 
който осигурява трансактивация на таргетните гени; (ii) централен ДНК-свързващ до-
мейн, който директно взаимодейства с консенсусни ДНК-последователности в таргет-
ните промотори; (iii) олигомеризационен домейн, чрез който четири мономерни поли-
пептидни вериги се свързват една с друга и формират финална тетрамерна молекула; (iv) 
C-терминален домейн, който съдържа важни регулаторни области за ДНК-специфично 
и ДНК-неспецифично свързване с p53-протеина.1 По своята същност синтезираният 
р53-протеин изпълнява функции на транскрипционен фактор, участващ в регулация на 
генната експресия в отговор на стрес-сигнали, в резултат на което се индуцира арест на 
клетъчния цикъл, стареене, ДНК-възстановяване или клетъчен метаболизъм.2

Нарушенията в TP53 при миелодиспластични синдроми (МДСи) могат да засягат само 
единия или и двата алела, като могат да бъдат свързани със загуба на 17p в резултат 
на хромозомни или субмикроскопски делеции и/или с придобиване на мутации, кои-
то могат да бъдат хетерозиготни (wt/mut), биалелни (mut1/mut2) или хомозиготни 
(mutwt/mut).3 Mутациите в ТР53 могат да бъдат локализирани в ДНК-свързващия до-
мейн (24%), в трансактивационния домейн (3%), в тетрадимеризационния домейн (1%) 
или в друга област (72%).4 Мутации в TP53 сe доказват в около 7-10% от пациенти с 

МДС5, като са значително по-чести при изолирано носителство на 5q- (20%), при висо-
корискови пациенти с комплексен кариотип (70%)6, особено ако той включва и 5/5q-7, 
както и при МДСи, свързани с предхождащо лъчелечение и химиотерапия (40%).8, 9 
Честотата на аномалията при отделните субтипове МДС е съотв. 29.4% при мултили-
нейни цитопении, 26.7% при форми с ексцес на бласти, 25% при 5q- и 23.5% при уни-
линейна цитопения.10 Според някои автори не се наблюдава изчезване на мутантния 
клон в хода на болестта или поява на нови клонове, което предполага, че мутациите в 
TP53 настъпват на ранен етап от болестта.7 Според други, при нискорискови пациенти 
с МДС в две трети от случаите мутации в TP53 са установени към момента на диагно-
за, докато в една трета – вторично в хода на болестта.11 В тази насока са и данните, че 
субклонове, носещи мутации в ТP53, могат да се докажат месеци преди клинична 
изява на съответните промени.12

Аналитични методи за изследване. Предвид изразената хетерогенност на локализа-
ция на мутациите в ТР53 метод на избор е директното секвениране по Sanger, като 
през последните години приложение намира и секвениране от ново поколение (NGS). 
Изследването на мутации на ТР53 няма диагностично значение в отсъствие на мор-
фологични данни за МДС и според актуалните препоръки не е задължителен елемент 
от изследвания към момента на диагноза. Препоръчва се в случаи за разграничаване 
на клонална хемопоеза при МДС от бенигнени състояния, асоциирани с цитопении, 
както и за прецизиране на прогнозата при пациенти, стратифицирани в група с интер-
медиерна прогноза според IPSS или IPSS-R.13, 14

Доказателства за предиктивно значение. Изборът на терапевтична стратегия при 
МДС се основава на оценка на риск за очаквана обща преживяемост (ОП) и вероят-
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ност за трансформация в остра миелоидна левкемия (ОМЛ). За стратифициране на 
болни в рискови групи се използват разнообразни прогностични модели, между които 
с голямо значение са: (1) международна прогностична скоринг система  [International 
Prognostic Scoring System (IPSS)], (2) ревизирана международна прогнстична скоринг 
система [IPSS- Revised(IPSS-R)] и (3) прогностична скоринг система, основаваща се 
на класификацията на МДС на Световната здравна огранизация [WHO  classification-
based  Prognostic  Scoring  System  (WPSS)].15 Наскоро беше разработен и валидиран нов 
прогностичен модел, в който е включено и наличие на мутации в TP53 и в някои други 
гени. Смята се, че този модел е много по-прецизен, тъй като мутациите в ТР53 имат неза-
висима прогностична стойност, разграничавайки четири групи с различен риск – нисък, 
интермедиерен-1, интермедиерен-2 и висок, съотв. с ОП от 37.4, 23.2, 19.9 и 12.2 месеца.16 

Наличието на ТР53-мутации при МДС корелира с неблагоприятно клинично протича-
не, с бърза прогресия и повишен риск от трансформация в ОМЛ.17, 18 Медианната ОП 
при носителство на TP53-мутации е значително по-кратка срещу пациенти, при които 
аномалията отсъства (19 срещу 65 месеца). Аналогична закономерност се наблюдава и 
по отношение на ОП при носителство на делеции на ТР53 (без мутации) срещу болни, 
при които аномалията отсъства (24 срещу 65 месеца).5 В друго проучване се съобщава 
медианна ОП при TP53-мутации от 9 месеца срещу 66 месеца при пациенти с нормални 
ТР53-алели.7 Значими различия, свързани с ТР53-мутационния статус, се наблюдават 
във всички прогностични групи, включително и при МДС с изолирано носителство 
на del(5q) – подтип, обикновенно характеризиращ се с благоприятен клиничен ход.19 
При пациенти с IPSS висок/интермедиерен-2 риск и доказани мутации в ТР53 се от-
чита ОП от 6 месеца срещу 18 месеца при тези, при които генът е интактен.20 В група 
с IPSS нисък/интермедиерен-1 риск ОП при наличие на мутации е 18 месеца срещу 

28 месеца при отсъствие.21 Мутациите в TP53 неблагоприятно повлияват и посттранс-
плантационната преживяемост при пациенти, третирани с алогенна трансплантация 
на хемопоетични стволови клетки (ало-ТХСК), независимо от клиничните фактори.22 

Някои данни предполагат, че прогностичната значимост на мутации в ТР53-гена може 
да варира според конкретната ситуация при отделния пациент, като се смята, че зна-
чение имат видът на мутациите4 и големината на ТР53-мутационния товар, която ди-
ректно корелира с ОП.23 Средният мутационен товар за мутации в TP53 при МДС е 
41.9 (граници 5-100).4 Пациенти с мутационен товар < 6% се характеризират със ста-
билен клиничен ход и без прогресия за продължителен период от време, като ОП и 
преживяемостта без прогресия (ПБП) не са скъсени.11 За разлика от тях, медианната 
ОП при ТР53-мутации, установени към момента на диагнозата и с мутационен товар 
> 6%, е 43.5 срещу 138 месеца при пациенти без мутации; същата закономерност се 
установява и за ПБП –  20.2 срещу 116.6 месеца.11 В друго проучване се съобщава, че 
при средна ОП при мутации в ТР53 от 8.24 месеца стойностите на показателя варират 
според мутационния товар (МТ) от 12.4 (нисък МТ: < 25%), 8.5 (интермедиерен МТ: 25-
50%) до 3.4 месеца (висок МТ: > 50%).4 При пациенти, лекувани с ало-ТХСК, наличието 
на TP53-мутации е свързано с неблагоприятна прогноза и ранни рецидиви само ако 
аномалията е в комбинация с комплексен кариотип, докато резултатите са значително 
по-добри при наличие само на мутации без комплексен кариотип. Поради това чрез 
трансплантация може да се постигне дългогодишна преживяемост при наличие на из-
олирани ТР53-мутации без комплексен кариотип.24

Пациенти с по-нисък риск [IPSS нисък и интермедиерен-1; IPSS-R много нисък, нисък 
и интермедиерен, WPSS много нисък, нисък, и интермедиерен] се характеризират с по-
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индолентно клинично протичане, поради което в тези групи не се препоръчват прото-
коли с повишен риск от ранна смъртност и се използват (според конкретната клинична 
ситуация) само наблюдение, трансфузионна терапия, еритропоетин, антитимоцитен 
глобулин със или без cyclosporine, имуномодулатори (lenalidomide), растежни фактори 
или хипометилиращи агенти (аzacitidine, decitabine). За разлика от тях, пациентите с 
по-висок риск [IPSS интермедиерен-2 и висок; IPSS-R интермедиерен, висок и много 
висок; WPSS висок и много висок], при които се наблюдава клинично протичане, сход-
но с това при ОМЛ, са показани за ало-ТХСК, а при невъзможност да се проведе – за 
ОМЛ-подобни протоколи, включващи интензивна химиотерапия. При пациенти, при 
които не могат да бъдат приложени тези два подхода, се използват хипометилиращи 
агенти.13

Пациенти с МДС с del(5q), нисък или интермедиерен-1 IPSS скор и наличие на TP53-
мутации имат значително по-висок риск от трансфоpмация в ОМЛ, поради което 
трябва да им се препоръчва lenalidomide или алтернативни терапевтични възмож-
ности.25 Същевременно при МДС с изолирано носителство на del(5q) доказването на 
аномалията е свързано с по-слаб отговор към lenalidomide, отколкото при останалите 
пациенти19, поради което се препоръчва изследване на мутационен статус при всички, 

при които се планува започване на лечение.25 Някои предварителни данни предполагат, 
че при тези пациенти използването на сanersen (антисансов олигонуплеотид, компле-
ментарен на TP53) позволява да се подтисне експресията на мутантния p53 и да се 
възстанови нарушената еритропоеза.26

По правило ало-ТХСК е единствен подход с потенциал за излекуване при пациенти 
МДС с висок риск.27 Пациентите с мутации в ТР53, при които е приложена, имат значи-
телно по-добра ОП спрямо тези, получили друго лечение (14.9 срещу 8.9 месеца).4 През 
последните години хипометилиращите агенти (5-azacitidine, decitabine) са стандарт за 
лечение при МДС с висок риск. Пациенти с мутации в TP53 първоначално отговарят 
добре, но продължителността на отговора е значително по-кратка от тази при паци-
енти без мутация.28  В някои проучвания (ClinicalTrials.gov number,  NCT01687400) се 
съобщава добър, макар и непродължителен, отговор към decitabine с ОП, сходна с тази 
при пациенти с цитогенетични аномалии, асоциирани с интермедиерна прогноза.29 В 
друго проучване се съобщава, че наличието на мутации в TP53 е предиктивен мар-
кер за пълен отвор към decitabine, наблюдаван в 66.7% от пациентите, вкл. и в случаи 
с носителство на комплексен или монозомален кариотип, без това обаче да е асоции-
рано с подобрена преживяемост поради ранни рецидиви и трансформации в ОМЛ.30

C
 � При всички подтипове на миелодиспластичен синдром се обсъжда изследване за наличие на мутации в ТР53-гена, като независим негативен 
прогностичен фактор.

 � Метод на избор за доказване на ТР53-мутации е секвениране по Sanger или секвениране от ново поколение (NGS).
 � Имунохистохимично изследване на р53 в костномозъчни биопсии се препоръчва в рутинната практика като ориентировъчен тест за оценка на р53-статус.
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1.2. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ОСТРА ЛИМФОБЛАСТНА 
ЛЕВКЕМИЯ
1.2.1. Цитогенетика 

Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Клонални промени в кариотипа се установяват в около 60-
79% от възрастни пациенти и в около 57-82% от деца с остра лимфобластна левкемия 
(ОЛЛ).1 Видът и честотатана хромозомните аномалии варира според възрастовата гру-
па. Например t(4;11)(q21;q23)/KMT2A-AFF1(MLL-AF4) се среща в 70-80% при кърма-
чета с ОЛЛ, в 2% при деца и в 6% при възрастни.2  Изразена тенденция за нарастване с 
възрастта се отбелязва по отношение на t(9;22)(q34;q11.2)/BCR-ABL1 – 1-3% при деца 
под 10 години, 10% във възрастова група 15-39 години, 25% в група 40-49 години и 20-
40% при пациенти > 50 години.3 Изразени различия в честотата при деца и възрастни се 
наблюдават и по отношение на редица други аномалии: хипердиплоидия с 51-65 хро-
мозоми (съотв. 23-30% срещу 7-8%), t(12;21)(p13;q22)/ETV6-RUNX1 (TEL-AML1) (22% 
срещу 2%)3 и др. Изразени различия в спектъра на хромозомните аномалии се устано-
вяват и по отношение на линейната принадлежност на бластната популация (В-ОЛЛ 
спрямо Т-ОЛЛ). При В-ОЛЛ редица хромозомни аномалии се характеризират със спе-
цифични имунофенотипни особености на бластната популация, клинично протичане 
и отговор към терапия. Някои от тях, според последната ревизия на Класификацияна 
на лимфоидни неоплазии на Световната здравна организация (WHO), 2016, дефини-
рат отделни подтипове ОЛЛ, отнасящи се към категория В-лимфобластни левкемии/
лимфоми (В-ОЛЛ) с рекурентни генетични аномалии, към която се отнасят: (i) В-ОЛЛ 
с t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR-ABL1; (ii) В-ОЛЛ с t(v;11q23.3) с преустройство на KMT2A-

гена; (iii) В-ОЛЛ с t(12;21)(p13.2;q22.1)/ETV6-RUNX1; (iv) В-ОЛЛ с хипердиплоидия; (v) 
В-ОЛЛ с хиподиплоидия; (vi) В-ОЛЛ с t(5;14)(q31.1;q32.3)/IL3-IGH; (vii) В-ОЛЛ с t(1;19)
(q23;p13.3)/TCF3-PBX1; (viii) В-ОЛЛ с хромозомни транслокации, засягащи тирозин-
кинази или цитокинови рецептори –  В-ОЛЛ с BCR-ABL1-подобна генна експресия 
(сигнатура); (ix) В-ОЛЛ с iAMP21.4 Шест от тези подтипове се диагностицират въз 
основа на конвенционален цитогенетичен анализ. По правило хромозомните транс-
локации при В-ОЛЛ водят до формиране на фузионни гени и синтез на патологични 
хибридни онкопротеини. При Т-ОЛЛ цитогенетични аномалии се установяват в > 50%, 
като спектърът им варира от рекурентни транслокации, установими чрез кариотипи-
зация, до криптични делеции, които се доказват единствено чрез флуоресцентна in situ 
хибридизация (FISH). Характерно за транслокациите при Т-ОЛЛ е, че често ангажират 
локуси на гени на Т-клетъчни рецептори (ТСR) – 14q11 (TCRA и TCRD) и 7q34 (TCRB), 
при което различни гени, кодиращи фактори на транскрипция (TAL1, TLX1 (HOX11), 
TLX3, LMO2, LYL1), попадат под контрол на регулаторните елементи на TCR-гените, 
които ги активират с последваща свръхпродукция на структурно нормални протеини. 
Най-чести криптични делеции при Т-ОЛЛ са del(9p21) и del(1p32).5 С най-изразена 
прогностична значимост при възрастни с В-ОЛЛ е доказване на t(9;22)(q34;q11), t(4;11)
(q21;q23), наличие на комплексен кариотип, както и на хипердиплоидия или хиподип-
лоидия.6

Аналитични методи за изследване. Стандартният цитогенетичен анализ е задължи-
телен елемент от диагностичния панел при пациенти с новодиагностицирана ОЛЛ. 
Чрез нея се установяват разнообразни структурни и бройни хромозомни аберации, не-
зависимо дали са балансирани, или не, срещащи се самостоятелно или в комбинация в 
левкемични клетки. За получаване на годни за анализ метафази пробите от костномо-
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зъчен аспират се подлагат на нестимулирани краткотрайни (24- или 48-часови) култу-
ри in vitro, в края на които се подлагат на третиране за спиране на клетъчното деление 
в метафаза, обработка с хипотоничен разтвор и фиксатори. Микроскопските препара-
ти, съдържащи метафазни фигури, се подлагат на хромозно леново оцветяване (най-
често G-оцветяване) и се анализират микроскопски. По правило се анализират 20 или 
повече метафази, като при налачие на абнормен кариотип могат да бъдат достатъчни 
и по-малко от 20, докато при нормални е желателно броят им да е не по-малко от 20. 
За да имат клинична значимост, промените в кариотипа трябва да бъдат клонални, т.е. 
наличие на най-малко в две метафази на идентични структурни аномалии и тризомии 
и наличие в най-малко три метафази, когато се касае за идентична загуба на хромо-
зоми (монозомии).6 Установяването на някои аномалии, каквато е t(9;22)(q34.1;q11.2)/
BCR-ABL1, е желателно да се извърши в рамките на 48-72 часа с оглед стартиране на 
специфично таргетно лечение; в тези случаи се препоръчва използване на FISH или 
RT-PCR. Същите трябва да се имат предвид и за търсенето на някои клинично значи-
ми криптични аберации, каквито са t(12;21)(p13.2;q22.1)/ETV6-RUNX1, iAMP21 и др., 
оставащи недоловими при конвенционален цитогенетичен анализ.

Доказателства за предиктивно значение. Установяването на няколко структурни 
и бройни аномалии е основен диагностичен критерий за класифициране на шест от 
общо девет подтипа на В-ОЛЛ, включени в категория В-ОЛЛ с рекурентни цитоге-
нетични аномалии: t(9;22)(q34.1;q11.2), t(v;11q23.3), хипердиплоидия, хиподиплоидия, 
t(5;14)(q31.1;q32.3) и t(1;19)(q23;p13.3). Аналогични подтипове при Т-ОЛЛ липсват.7 Ре-
дица хромозомни аномалии имат отчетлива асоциация с клиничен ход, отговор към 
лечение и преживяемост, поради което са едни от най-важните прогностични факто-
ри. При В-ОЛЛ те са: (i) хромозмни аберации с благоприятна прогноза и с петгодиш-

на обща преживяемост (ОП) от 49-50% – хипердиплоидия (особено при наличие на 
тризомии на хромозоми 4, 10, 17); (ii) хромозомни аберации с интермедиерна прогно-
за – t(5;14)(q31;q32) и t(1;19)(q23;p13.3); (iii) хромозомни аномалии с неблагоприятна 
прогноза и с петгодишна ОП от 13-28% – t(9;22)(q34.1;q11.2), t(v;11q23.2), хиподипло-
идия (особено при < 44 хромозоми), комплексен кариотип (наличие на ≥ 5 хромозомни 
аберации).3, 8 При Т-ОЛЛ с благоприятна прогноза са t(1;14)(p32;q11), t(7;10)(p34;q24) и 
t(10;14)(q24;q11). По отношение на редица други аберации, вкл. и t(5;14)(q35;q32), кли-
ничната значимост не е добре изяснена.6, 9

Доказването на t(9;22)(q34.1;q11.2), водеща до формиране на Филаделфийска хромозо-
ма (Ph) (еднa от двойка дериватни хpомозоми (22q-), обpaзувaни при тpaнслокaция), е 
изключително важно, тъй като е една от аномалиите с най-изразена неблагоприятна 
прогноза – петгодишна ОП при Ph(+) е 16% срещу 36% при Ph(-) ОЛЛ. От друга страна, 
отграничаването на пациенти с Ph(+) ОЛЛ е важно и за избора на терапия, тъй като те-
рапевтичните протоколи включват задължително тирозинкиназен инхибитор (ТКИ), 
най-често в съчетание с конвенционална полихимиотерапия. Последната, включител-
но и при използване на високи дози cytosine arabinoside и methotrexate, рядко е ефектив-
на.10 Понастоящем за лечение на Ph(+) ОЛЛ са одобрени три ТКИи – imatinib, dasatinib 
и ponatinib. Например добавяне на imatinib към протокол hyper-CVAD (cyclophospham
ide,  vincristine,  doxorubicin, dexamethasone/methotrexate, cytarabine) води до увелича-
ване на тригодишната продължителност на пълна ремисия от 24% (hyper-CVAD) на 
68% (hyper-CVAD с imatinib). Добавяне на dasatinib към hyper-CVAD води до пълна 
ремисия в 94%. Използване на рonatinib позволява постигане на голям хематологичен 
отговор при 41% от пациентите с Ph(+) ОЛЛ след неуспех от dasatinib или nilotinib, вкл. 
и при наличие на T315I-мутация, която обуславя резистентност към всички останали 



41

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · том II – ХЕМАТОЛОГИЧНИ НЕОПЛАЗИИ НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
ТКИи. Независимо от това, прогнозата при Ph(+) ОЛЛ остава неблагоприятна, поради 
което алогенната трансплантация на хемопоетични стволови клетки продължава да 
бъде съществен елемент от терапевтична стратегия, асоциирана с по-добра прежи-
вяемост без рецидив (ПБР) при по-млади пациенти.11 Алогенната трансплантация се 
препоръчва и при пациенти с Ph(-) ОЛЛ, носещи хромозомни аномалии, свързани с 
неблагоприятна прогноза – t(v;11q23.2), хиподиплоидия и комплексен кариотип, като 

единствен терапевтичен подход с потенциал за излекуване.12 При пациенти със стан-
дартен и нисък риск трансплантацията не се препоръчва поради висока смъртност, 
свързана с процедурата (20-30%), за разлика от много добри резултати при по-млади 
пациенти с педиатрични протоколи, при които се постига ОП от 70%, при ниска смърт-
ност, свързана с лечение (3%).13

A

 � При новодиагностицирани пациенти с остра лимфобластна левкемия се препоръчва конвенционален цитогенетичен анализ чрез хромозомно лентово 
оцеветяване, като задължителен елемент от диагностичния панел.

 � Установяването на някои специфични хромозомни аберации е основен диагностичен критерий за класифициране на някои подтипове В-остра 
лимфобластна левкемия, включени в категория В-остра лимфобластна левкемия с рекурентни аномалии.

 � Тестването за t(9;22)/Ph-хромозома се препоръчва при всички пациенти с остра лимфобластна левкемия с оглед подбор на пациенти за комбинирани 
протоколи, включващи полихимиотерапия и тирозинкиназен инхибитор (imatinib, dasatinib, ponatinib).

 � При млади пациенти с хромозомни аномалии с неблагоприятна прогностична стойност се препоръчва алогенна трансплантация на хемопоетични 
стволови клетки като съществен елемент от цялостната терапевтична стратегия.

Наличието на някои специфични хромозомни аберации е един от най-важните прогностични фактори при остри лимфобластни левкемии.
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1.2.2. IKZF1-делеция
Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Генът IKAROS family zinc finger 1 (IKZF1) е разположен на късо-
то рамо на хромозома 7p12.2, съдържа осем екзона и кодира синтез на протеин, изграден 
от 519 аминокиселини, изпълняващ функцията на транскрипционен фактор с ключово 
значение за регулация на лимфоидната диференциация.1 Разграничават се най-малкото 
11 различни сплайсингови изоформи на транскриптите с общ С-терминален домейн, съ-
държащ два цинк-пръстоподобни мотива (цинкови пръсти, zink-fingers), които са необ-
ходими за хетеро- и хомодимеризация и взаимодействие с други протеини. Отделните 
изоформи се различват по брой на N-терминални цинк-пръстоподобни  мотиви, чрез 
които се реализира свързване с ДНК, както и по наличие на сигнал за ядрена локали-
зация, в резултат на което се синтезират протеини със и без ДНК-свързащи свойства.2 

От критично значение за функционалната активност на IKZF1-протеина е броят на N-
терминалните цинк-пръстоподобни мотиви в отделни изоформи, като само пет от тях 
(Ik1, Ik2, Ik2A, Ik3 и Ik3A) съдържат необходимите три или повече мотива, осигуряващи 
свързане с висок афинитет към спецефични ДНК-последователности в промоторите 
на таргетните гени; по този начин те се транслират в протеини, които са активатори на 
транскрипция. Останалите изоформи (Ik4, Ik4A, Ik5, Ik6, Ik7 и Ik8) се транслират в про-
теини, които не притежават ДНК-свързващ капацитет, разположени са основно в цитоп-
лазмата и изпълняват функции на доминантно-негативни фактори.3

Наличие на придобити нарушения във функцията и/или структурата на IKZF1-гена в 
резултат на епигенетични нарушения (експресия на IK6-изоформа, хиперметилиране 
или хиперфосфорилиране) или генетични нарушения (делеции, транслокации или 

мутации) се съобщават при редица солидни тумори и хематологични неоплазии.4 При 
остри лимфобластни левкемии (ОЛЛи) KZF1 се смята за един от най-важните клинич-
но значими тумор-супресорни гени. Нарушения на IKZF1 под форма на делеции или 
мутации се доказват при над 70% от BCR-ABL1(+) B-ОЛЛ, както при de novo B-ОЛЛ, 
така и при бластна криза на хронична миелоидна левкемия (ХМЛ). В допълнение, 
нарушения в IKZF1-гена се установяват и в част от пациенти с BCR-ABL1(-) В-ОЛЛ, 
имащи профил на генна експресия, сходен с този при BCR-ABL1(+) ОЛЛ; поради това 
те се отнасят към група на т.нар. подобни на BCR-ABL1 (BCR-ABL1-like) ОЛЛ.5 Мута-
ции в IKZF1 се съобщават и приT-ОЛЛ, по-често при ранни Т-клетъчни прекурсор-
ни (ETP) левкемии.6 Спектърът от молекулярни нарушения на IKZF1-гена при В-ОЛЛ 
включва: делеции (90%) и точкови мутации (10%). Най-общо, делециите на IKZF1-гена 
се разделят на две основни форми: (i) пълна загуба на един IKZF1-алел в резултат на 
монозомия 7 или големи делеции на 7р-рамо (15%); (ii) интрагенни делеции, към които 
се отнасят: (а) делеция на екзони 4 дo 7 (Δ4-7) (30%), които водят да експресия на до-
минантно-негативна изоформа Ik6; (b) делеция на екзони 2 до 7 (Δ2-7) (15%), при която 
липсва експресия на съответен алел, тъй като екзон 2 кодира иницииращ ATG-кодон; 
(c) други делеции (30%), при които се засягат първият некодиращ екзон и различни 
по дължина 5’-фрагменти или други комбинации от кодиращи екзони, например eк-
зони 2-8. Като цяло, при В-ОЛЛ преобладават моноалелни делеции, но в около 12% се 
засягат и двата алела с пълно отсъствие на протеин ikaros.7 Смята се, че делециите в 
IKZF1-гена не са първични патогенетични нарушения, а настъпват вторично в хода на 
малигнена трансформация или при клонална прогресия на болестта.3

Аналитични методи за изследване. Понастоящем липсва валидирана технология за 
изследване на делеции на IKZF1-гена за клинични цели, като нито един от наличните 
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методологии не отговоря напълно на нуждите на клиничната практика.7 Приложение 
намират флуоресцентна in situхибридизация (FISH), ДНК-микрочипово изследване на 
полиморфизма на единични нуклеотиди (SNP)8, мултиплексна лиганд-зависима амп-
лификация (MLPA)9, мултиплексна полимеразно-верижна реакция (PCR)10 и секвени-
ране11. Основните проблеми при методите включват: чрез FISH не могат да се докажат 
по-малки интрагенни делеции, а делеции в IKZF1 могат да се пропуснат от SNP-арей 
и MLPA, ако се носят от по-малки субклонове (съотв. < 10% и < 30%); от друга страна, 
големи делиции, засагящи целия алел, се пропускат от мултиплексна PCR.4

Доказателства за предиктивно значение. Делеции в KZF1 се срещат при всички ос-
новни цитогенетични подгрупи ОЛЛ, независимо че честота може да варира. Най-ви-
сока честота се съобщава при BCR-ABL1(+) ОЛЛ (75%) и в групата с интермедиерна 
прогноза (пациенти с нормален кариотип, неспецифични хромозомни аберации или с 
неуспех от конвенционално цитогенетично изследване) (30%). За разлика от тях, деле-
циите са редки при пациенти с ETV6-RUNX1(+) ОЛЛ (3-6%). Вероятно това е причина 
за изразени различия в честотата на аномалията при деца и възрастни – съотв. 12% 
и 57%.12, 13 Данните за прогностична значимост на делециите в IKZF1 варират според 
възрастовата група и цитогенетичната рискова група. При деца с В-ОЛЛ наличието на 
делeции в IKZF1 се смята за неблагоприятен прогностичен фактор, свързан с повишен 
риск от рецидив и скъсена преживяемост без събития (ПБС). Смята се, че делециите 
в IKZF1 са единствена субмикроскопска делеция, която проявява значима асоциация 
с резултати от лечението, особено при пациенти с интермедиерен риск.4 Въз основа на 
анализ на 694 деца с ОЛЛ, лекувани според ALL-Berlin-Frankfurt-Münster (BFM) 2000 
протокол, пациенти с IKZF1(+) ОЛЛ се характеризират с по-кратка петгодишна ПБС, 
основно за сметка на по-висока кумулативна честота на рецидиви в сравнение с тези, 

при които отсъстват делеции (0.21 ± 0.04 срещу 0.10 ± 0.01). Впреки че са наблюдавани 
значими различия в петгодишната ОП в цялата група, свързани с IKZF1-делеционния 
статус, тези различия се губят, когато се анализира преживяемостта в отделни риско-
ви групи, което преполага, че пациенти с IKZF1-делеции при рецидив запазват в 
известна степен чувствителност към лечение.12 Въз основа на метаанализ на 15 
проучвания, включващи общо 5021 пациенти с ОЛЛ (възрастни и деца), авторите 
демонстрират, че наличие на IKZF1-делеции има неблагоприятно значение за ПБС 
(HR 2.32, 95%CI 1.97-2.74) и ОП (HR 2.56, 95%CI 1.75-3.74).14 Все още не е ясно дали 
IKZF1-делециите са независим прогностичен фактор при детски BCR-ABL1(-) 
ОЛЛ, когато се вземат предвид ниво на минимална резидуална болест и наличие на 
придружаващи аномалии. Съществува мнение, че неблагоприятната прогноза, свър-
зана с IKZF-делеции, корелира по-скоро с подлежаща геномна нестабилност, 
отколкото със самите делеции.4 От друга страна, данните за прогностично значение 
на делециите в IKZF1-гена при възрастни с ОЛЛ не са толкова еднопосочни, както 
при деца. Метаанализ на осем проучвания, включващи 1008 пациенти, съобщава, че 
делециите имат независимо неблагоприятно значение за редица прогностични про-
менливи – ОП, преживяемост без болест (ПББ), преживяемост без рецидив (ПБР) и 
др. Това неблагоприятно прогностично значение е изразено само в групата на BCR-
ABL1(-), но не и при BCR-ABL1(+) пациенти.15 От друга страна, в някои проучвания 
се отбелязва противополжна тенденция – при BCR-ABL1(+) ОЛЛ пациенти с IKZF1-
делеции се характеризират с по-кратка ПББ срещу тези без делеции (10 срещу 32 месе-
ца), с по-кратко медианно време на кумулативна честота на рецидиви (10.1 срещу 56.1 
месеца), както и със значително по-висока кумулативна честота на рецидиви (69.1% 
срещу 40.4%).16 В заключение, независимо от преобладащите данни за прогностично 
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значение на IKZF1-делеции при В-ОЛЛ, особено при деца, изследването им не е част 
от препоръчителния панел от генетични аномалии към момента на диагноза.17, 18 Това 
е свързано с отсъствие на адекватен скриниращ подход за всички клинично значими 

форми на аномалията и с тяхната хетерогенност, с наличие на съпътстващи генетични 
аномалии, различия в биологията на болестта, както и с относително малкия брой из-
следвани случаи при възрастни. 

C Изследване за IKZF1-делеции не се препоръчва като задължителен елемент в диагностичния панел при новодиагностицирана остра лимфобластна левке-
мия.

 � При детски остри лимфобластни левкемии IKZF1-делециите имат отчетливо неблагоприятно значение за честота на рецидиви, продължителност 
на преживяемост без болест/събития и обща преживяемост, докато при възрастни данните са противоречиви.

 � Понастоящем липсва валидиран метод за тестване на всички клинично значими делеции в IKZF1-гена.
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1.2.3. Субтип на Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна В-лимфобластна 
левкемия/лимфом
Маргарита Генова, Георги Балаценко

Молекулярна биология. Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна остра лимфобластна левкемия/
лимфом (B lymphoblastic leukaemia/lymphoma, BCR-ABL1-like) е относително наскоро опи-
сана подгрупа, съставена от неопластични клетки от B-клетъчна линия на диференциация. 
Включена е като провизорна нозологична единица в редактираната Четвърта версия на 
WHO класификацията на хемопоетични и лимфоидни неоплазии от 2016 г. и се дефинира 
с профил на генна експресия, много подобен на този на остра лимфобластна левкемия 
(ОЛЛ), носеща Ph-хромозома и/или фузионния ген BCR-ABL1, но без самото BCR-ABL1-
пренареждане. Често при левкемии с тези характеристики се доказват транслокации, кои-
то ангажират други тирозинкинази или алтернативно имат транслокации, включващи или 
CRLF2 (цитокин-рецептор-подобен фактор 2), или в по-рeдки случаи – пренареждане, во-
дещо до скъсяване и активиране на EPOR (еритропоетинов рецептор).1 В 91% от случаите 
е идентифицирана промяна на поне една активираща киназа. Засягането на множество 
различни кинази обуславя обозначаване на тази хетерогенна категория като kinase-driven 
OЛЛ, съставена от обособени клинично значими подгрупи с различни основни генетични 
особености според засегнатитe специфични кинази. Налице са няколко основни групи: две 
от тях се отличават с активиране на ABL- или JAK-STAT-пътя на сигнална трансдукция; тре-
тата се характеризир с участие на променени гени, които са част от RAS-пътя, а четвърта е 
при малък брой пациенти, при която не е установен специфичен механизъм.2-4

Подгрупа с абнормна активация на ABL-пътя. ABL1- и ABL2-гените кодират вътре-
клетъчни кинази със сходна структура и отношение към клетъчна пролиферация и 

оцеляване. Абнормната ABL-активация при Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна ОЛЛ 
може да се дължи на различни молекулярни преустройства: фузии на ABL1- или ABL2-
гени или пренареждания на миелоидни повърхностни рецептори, като PDGFRB и 
CSF1R (Табл. 1).5, 6

Подгрупа с генетични аберации на CRFL2- и JAK-STAT-пътя. Мутации в JAK2-гена 
предизвикват конститутивно активиране на JAK-STAT-сигналния път и водят до по-
вишен цитокин-независим растеж на В-клетъчни прогенитори. Най-често срещаната 
мутация замества консервативния аргинин (R683) в псевдокиназния домейн на JAK2 
и е специфична за ОЛЛ. CRLF2-рецепторът е ангажиран при ОЛЛ с активиран JAK-
STAT-път. От друга страна, CRLF2 хетеродимеризира с IL7Rα (IL7R) и създава рецеп-
тор за тимусeн стромален лимфопоетин (TSLP), който нормално се експресира в някои 
дендритни и Т-клетки и предава сигнали чрез ензимите JAK2 и JAK1. Абнормна свръх-
експресия при В-ОЛЛ настъпва в резултат на пренареждания, които или сливат кон-
ститутивно експресирания промотор на P2RY8, или прехвърлят CRLF2-гена до IGH-
локуса, който е активен в В-клетките. В значителна част от ОЛЛ със свръхекспресия на 
CRLF2 се идентифицира и друга мутация, като мутация в JAK2 или JAK1, активиращи 
мутации в CRLF2 или IL7R, или инактивиращи мутации в SH2B3-ген, кодиращ JAK-
инхибитора LNK (Табл. 2).7

Подгрупа с активация на RAS-сигналния път. Понякога RAS-мутациите могат да за-
местят JAK2-мутациите в CRLF2(+) левкемии. Установени са различни алтерации на 
RAS-сигналния път (KRAS, PTPN11, NF1, NRAS, CBL и др.). Един от таргетите на преу-
стройство е BLNK-адапторен протеин, който предава сигнали от В-клетъчния рецеп-
тор и активира RAS-сигналния път посредством ERK. Друг RAS-активиращ механизъм 
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е фузията KANK1-CBL, в която участва CBL, койте е негативен регулатор на пътища на 
сигнална трансдукция, в това число RAS. Фузията с KANK1 инактивира CBL, в резултат 
на което настъпва хиперактивация на RAS.7, 8

Висока честота на IKZF1 делеции или мутации без да дефинира подгрупа. Съобщава 
се за висока честота (35-46%) на инактивиращи аберации на транскрипционeн фактор 
IKZF1 (IKAROS Family Zinc Finger 1) в категория на Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна 
остра лимфобластна левкемия/лимфом, без да са достатъчно специфични за нея, за 
да бъдат включени като компонент на дефиниция.9, 10 Установено е, че биологичният 
ефект на делецията на IKAROS в В-клетки е синергичен с активиране на пътя на IL7R-
JAK-STAT.11 Предполага се, че IKAROS подтиска експресията на CRLF2 и делецията 
може да доведе до свръхекспресия на CRLF2.12 Разбирането на ефектите от нарушена 
функция на гена при ОЛЛ и потенциалните възможности за възстановяване на експре-
сията на транскрипционния фактор IKZF1 може в крайна сметка да има съществени 
терапевтични последици.13

Подтип Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна остра лимфобластна левкемия/лимфом е 
сравнително често срещан – при 10-25% от пациентите с ОЛЛ. Честотата е най-ниска 
при деца с ОЛЛ със стандартен риск според Националния раков институт (National 
Cancer Institute, NCI) и постепенно нараства при деца с висок риск, юноши и възраст-
ни. Деца със синдром на Down показват много висока честота на В-OЛЛ с CRLF2-
транслокации. Честотата на някои геномни лезии варира според етническата принад-
лежност. Като цяло, категорията е по-честа както при възрастни, така и при деца с 
испански етнически произход, като достига до 78% от случаите с CRLF2-аберации.14, 15

Аналитични методи за изследване. Категорията е идентифицирана за първи път чрез 
генно-експресионно профилиране, използвайки Affymetrix U133 plus 2.0 GeneChips и 
йерархичен клъстер-анализ2 и е характеризирана чрез секвениране от ново поколение 
(NGS), в това число transcriptome, whole-genome и whole-exome секвениране4. Засега 
няма достъпни рутинни диагностични техники за идентифициране на Ph-подобна/BCR-
ABL1-подобна остра лимфобластна левкемия/лимфом, поради което различни автори 
предлагат по-практичен, стъпаловиден скринингов подход. Първо, не всички пациенти 
с ОЛЛ следва да бъдат изследвани за абнормно активиране на кинази и други асоциира-
ни аберации. Наличието на доминиращи левкемогенни хромозомни транслокации, като 
Ph’/BCR-ABL, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1 и MLL-пренареждания, на практика изключва 
необходимост от по-нататъшна оценка. Ето защо скринингът трябва да се съсредото-
чи върху „другите“ В-клетъчни ОЛЛ, които реагират лошо на първоначална терапия.4, 5 

Случаи с повишена експресия на CRLF2, причинена от геномни пренареждания, могат да 
бъдат диагностицирани чрез флоуцитометрия и/или FISH или PCR.16-18 Липсата на меж-
дународно приет диагностичен стандарт изключва използване на скрининг на CRLF2-
генна експресия в рутинната диагностика, но е съществен компонент в клинични про-
учвания за потенциална терапевтична роля на JAK-инхибитори. Основни транслокации, 
участващи в абнормно активиране на ABL, особено тези, за които се съобщава, че от-
говарят на тирозинкиназни инхибитори (ТКИи), могат да бъдат идентифицирани чрез 
специфично конструирани FISH-сонди, мултиплексна RT-PCR или таргетно РНК-секве-
ниране с използване на ограничени панели от NGS.19, 20 Използва се и РНК-секвениране 
(напр. Archer Fusion-Plex Oncology Research Kit, Archer DX, Boulder, CO, Foundation One 
Heme, Foundation Medicine, Cambridge, MA35).7 Дигитална молекулярна баркод-плат-
форма NanoString (NanoString, Seattle, WA) позволява мултиплексен анализ на 200 раз-



49

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · том II – ХЕМАТОЛОГИЧНИ НЕОПЛАЗИИ НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
лични генетични изменения. Анализът е относително опростен и изисква малко матери-
ал, но позволява идентифициране само на известни фузии.21 За цялостна и навременна 
идентификация на пациенти с Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна остра лимфобластна 
левкемия/лимфом са необходими технологии за NGS.

Доказателства за предиктивно значение. Независимо от възрастта, категорията е 
свързана с кратка преживяемост и персистиране на минимална резидуална болест 
(МРБ). Данни от различни проучванив показват, че пациенти, постигнали негативира-
не на МРБ със стандартни терапевтични режими, нямат по-неблагоприятна прогноза 
в сравнение с другите пациенти с ОЛЛ.14, 22 Като цяло, подходите за подобряване на 
терапевтичните резултати могат да бъдат обсъждани както при първоначално инду-
кционно лечение, така и при лечение на рецидиви. В случай, че е възможна бърза и 
надеждна предварителна идентификация на определени аберации, различни киназни 
инхибитори биха могли да бъдат комбинирани със стандартна химиотерапия или с 
химиотерапия с редуцирани дози. Друг подход би бил фокусиране на усилия за иден-

тифициране на потенциални таргетни лезии само върху онези пациенти, при които 
отговорът е незадоволителен на цитологично и молекулярно ниво, както и при па-
циенти с рецидиви.22 Аберации, свързани с активация на ABL-пътя, са потенциални 
таргети за терапевтично повлияване с ТКИи. Понастоящем са инициирани фаза ІІІ 
клинични изпитвания при новодиагностицирана В-ОЛЛ с висок риск и мутации на 
комбинация от химиотерапия с dasatinib при деца (NSC # 732517), подрастващи и мла-
ди (NCT02883049) и възрастни пациенти (NCT02420717) (Табл. 3). Свръхекспресия на 
CRLF2 е свързана с мутации, които представляват таргети на JAK- и mTOR-инхиби-
тори. Резултати от тези предклинични проучвания дават основание да се очаква, че 
комбинирано PI3K/mTOR-инхибиране може да увеличи ефективността на директно 
инхибиране на JAK2, както и прилагане на хистон-деацетилаза инхибитор.23-26 Понас-
тоящем в MD Anderson Cancer Center са стартирани фаза ІІІ клинични изпитвания на 
комбинация на химиотерапия с JAK1/JAK2-инхибитор (ruxolitinib) както при възраст-
ни (NCT02420717), така и при деца (NCT02723994).

B

 � Препоръчва се Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна остра лимфобластна левкемия/лимфом да бъде разпознавана като специфична подкатегория на остра 
лимфобластна левкемия, която носи висок риск за рецидив със стандартна терапия.

 � Препоръчва се резистентните към първоначална терапия пациенти с остри прекурсорни В-лимфобластни левкемии, при които не е идентифицирана 
нито една от обичайните транслокации (Ph’/BCR-ABL, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1 и MLL) с помощта на конвенционални генетични техники, да се 
изследват за наличието на Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна остра лимфобластна левкемия/лимфом.
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Таблица 1. Генни пренареждания с абнормна активация на ABL-пътя (адаптирана от Ofran еt al., 2017).5

Партниращи гени Кариотип Проучвания за ефективност на 
тирозинкиназни инхибитори

ETV6 ABL1 t(12;9)(p13;q34) Ксенографт

C

 � Препоръчва се или стъпаловиден скринингов алгоритъм за идентифициране на Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна остра лимфобластна левкемия/
лимфом, който включва (i) изследване за повишена експресия на CRLF2 чрез флоуцитометрия и/или FISH или PCR; (ii) изследване за транслокации, 
участващи в абнормно активиране на ABL чрез специфично конструирани FISH сонди, мултиплексна RT-PCR или таргетно РНК-секвениране, или 
дигитална молекулярна баркод-платформа. 

 � При установяване на мутации в гени от ABL-киназно семейство се препоръчва обсъждане за комбиниране на химиотерапия с тирозинкиназен инхибитор 
(dasatinib).

 � При установяване на мутации, водещи до активиране на JAK-STAT-пътя, и/или високо ниво на експресия на CRFL2 се препоръчва обсъждане на лечение 
с JAK1/JAK2-инхибитори (ruxolitinib).

 � Препоръчва се включване на пациенти с Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна остра лимфобластна левкемия/лимфом в клинични проучвания.

 � Към момента липсва общоприето становище за методологичeн подход за идентифициране на “Ph-подобна/BCR-ABL1-подобна остра лимфобластна 
левкемия/лимфом”.

 � Липсата на международно приет диагностичен стандарт на този етап изключва използване на скрининг за CRLF2-генна експресия в рутинната 
диагностика, но е съществен компонент в клинични проучвания за потенциална терапевтична роля на JAK-инхибитори. 
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NUP214 ABL1 del(9;9)(q34) In vitro, клинични случаи

RCSD1 ABL1, ABL2 t(1;9)(q24;q34) Клинични случаи

SNX2 ABL1 t(5;9)(q23;q34) Резистентност към ТКИ

EBF1 PDGFB del5(q33q33) In vitro, клинични случаи

SSBP2 CSF1R Фузия на SSBP2 в 5q14 - CSF1R в 5q33  Ксенографт

ATF7IP PDGFRB t(5;12)(q33;p13) In vitro, клинични случаи

NCOR1 LYN ND ND

Таблица 2. Транслокации в подгрупа със засягане на JAK-STA-пътя (адаптирана от Ofran еt al., 2017).5

Партниращи гени Кариотип Проучвания за ефективност на 
тирозинкиназни инхибитори

P2RY8 CRLF2 P2RY8 (Xp22.33)/CRLF2 (Xp22.33) In vitro, ксенографт

IgH CRLF2 t(14;X)(q32;p22) или t(14;Y)(q32;p11) In vitro, ксенографт

IgH EPOR t(14;19)(q32;p13.1) In vitro, ксенографт

PAX5 JAK2 Къса делеция на 9p13.2 In vitro
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Таблица 3. Потенциални терапевтични опции (адаптирана по Herold еt al., 2017, и Roberts et al., 2017).

Категория Фузионен ген Партниращ ген Потенциална терапевтична опция

АBL ABL1 ETV6, NUP214, RCSD1, RANBP2, SNX2, SFPQ, ZMIZ1, PAG1, ZC3HAV1 Dasatinib
ABL2 PAG1, RCSD1, ZC3HAV1 Dasatinib
CSF1R MEF2D, SSBP2 Dasatinib
PDGFRA FIP1L1 Dasatinib
PDGFRB ATF7IP, EBF1, SNX29, SSBP2,TNIP1, ZEB2 Dasatinib
LYN NCOR1 Dasatinib

JAK-STAT CRLF2 IGH, P2RY8 Ruxolitinib, mTOR-инхибитори
Givinostat – хистон-деацетилаза инхибитор

JAK2 ATF7IP, BCR, EBF1, ETV6, OFD1, PAX5, PPFIBP1, SSBP2, SMU1, STRN3, TERF2, TPR, 
ZNF340

Ruxolitinib

EPOR IGH, IGK, THADA Ruxolitinib
IL2RB MYH9 JAK1/JAK3-инхибитор
TSLP IQGAP2 Ruxolitinib

Други кинази NTRK3 ЕТV6 NTRK инхибитор, Crizotinib
FLT3 ZMYM2 FLT3-инхибитор
PTK2B KDM6A, TMEM2, STAG2 FAK-инхибитор
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1.2.4. ETP-имунофенотип
Маргарита Генова, Георги Балаценко

Молекулярна биология. Ранната Т-прекурсорна остра лимфобластна левкемия (Early 
T-cell precursor, ЕТР) е наскоро описана подгрупа, съставена от неопластични клет-
ки от Т-клетъчна линия на диференциация. Включена е като провизорна нозологична 
единица в редактираната Четвърта версия на класификацията на Световната здравна 
организация на хемопоетични и лимфоидни неоплазии от 2016 г.1 Ранната Т-прекур-
сорна остра лимфобластна левкемия (РТП-ОЛЛ) се отличава с определена антигенна 
констелация, генно-експресионен профил и мутационен спектър. Специфичният иму-
нофенотип се дефинира с липса на CD8 и CD1а, липсваща или ниска експресия на CD5 
в < 75% от бластните клетки, положително маркиране за един или повече миелоидни 
и/или стволовоклетъчни маркери – CD34, CD117, HLA DR, CD13, CD33, CD11b или 
CD65 в > 25% от бластната популация. Левкемичните клетки обикновено експресират 
също така и цитоплазмен CD3, CD2, CD7 или CD4, но тези маркери не са част от дефи-
ницията. Миелопероксидазата е отрицателна. Налице са и случаи с по-ярка или равно-
мерна ексспресия на CD5, които се определят като близки до ЕТР.2 Генно-екпресион-
ният профил на РТП-ОЛЛ е тясно свързан с профила на т.нар. ЕТР (ранни Т-клетъчни 
прекурсори) – подгрупа от тимоцити, които представляват последни “емигранти” от 
костен мозък в тимус и са запазили мултилинеен потенциал за диференциация (Т- и 
NK-клетъчен/дендритоклетъчен/миелоиден), на базата на което се предполага дирек-
тен произход на левкемията от хемопоетични стволови клетки, различен от този на Т-
ОЛЛ, съответстващи на по-късни етапи на Т-клетъчно съзряване. Свръхекспресирани 
са както гени, типично свързани с миелоиден или стволовоклетъчен генно-експресио-

нен профил (например CD44, CD34, KIT, GATA2, CEBPA и др.), така и гени на онкоген-
ни транскрипционни фактори, част от които участват в патогенезата на Т-ОЛЛ (LMO1, 
LYL1 и ERG).2-6 Трета характеристика на РТП-ОЛЛ е мутационният спектър, подобен 
на този при миелоидни неоплазии: активиране на мутации в гени, регулиращи цито-
кинови рецептори и RAS-пътя на сигнална трансдукция (НРО, KRAS, FLT3, IL7R, JAK3, 
JAK1, SH2B3 и BRAF), инактивиращи лезии, водещи до нарушаване на хемопоетичното 
развитие (GATA3, ETV6 , RUNX1, IKZF1 и EP300) или в хистон-модифициращи гени 
(EZH2, ЕED, SUZ12, SETD2 и EP300), както и в други гени като DNMT3A, DNM2, ECT2L 
и RELN. Липсват NOTCH1- и CDKN1/2-мутации. Клонални пренареждания на TCR-
гените се наблюдават с много ниска честота.7 Първоначално РТП-ОЛЛ е описана при 
деца, но се среща във всички възрасти, съставлявайки около 10-13% от случаите на 
Т-ОЛЛ в детска възраст и около 5-10% при възрастни.

Аналитични методи за изследване. Съществуват четири потенциални метода за 
класифициране на ранната/недиференцирана Т-клетъчна остра лимфобластна левке-
мия: (i) установяване на клъстер с незрял експресионен профил; (ii) установяване на 
експресионен профил на РТП-ОЛЛ чрез PAM (prediction analysis of microarrays); (iii) 
установяване на имунофенотип на РТП-ОЛЛ; (iv) установяване на липса на билалелна 
TCRgamma-делеция (ABD). Съществува отлично припокриване на клъстера с незрял 
експресионен профил и РТП-ОЛЛ, дефинирани чрез генно-експресионен профил 
на ETP, за разлика от случаи с РТП-ОЛЛ, които са дефинирани чрез имунофенотип. 
Използването на CD5 съществено намалява чувствителността и специфичността на 
фенотипизацията. Ако се изключат т.нар. близки до ETP случаи, фенотипно дефини-
раните случаи най-точно и пълно се припокриват с експресионния РТП-ОЛЛ-профил. 
Класифицирането въз основа на ABD само частично се припокрива с всяка една от 
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категориите.8, 9 Имунофенотипизацията се осъществява чрез многоцветна флоуци-
тометрия; технологията е рутинна, широко достъпна и стандартизирана в значител-
на степен. Необходимо е стриктно прилагане на утвърдените критерии за линейна 
принадлежност и оценка на потенциално смесени фенотипи, както и за дефиниране 
на РТП-ОЛЛ. Подходът дава потенциална възможност за погрешно класифициране 
както в посока на остра левкемия със смесен линеен миелоиден/Т-клетъчен фенотип, 
така и към ОМЛ с аберантна коекспресия на Т-клетъчни маркери. От друга страна, 
микрочип-технологиите за оценка на генно-експресионни профили не са рутинно дос-
тъпни. Остава все още отворен въпросът за валидиране на рутинно приложим подход 
и възпроизводим маркер за идентифициране на РТП-ОЛЛ към момента на диагноза. 
Категорията остава “условна” в класификационната схема.

 Доказателства за предиктивно значение. Първоначално РТП-ОЛЛ е описана като 
левкемия с много висок риск и незадоволителни терапевтични резултати.2, 10, 11 Впо-
следствие по-големи серии при деца и възрастни, при които са използвани интензивни 
протоколи (напр. COALL-97, BFM), включително алогенна трансплантация на хемопо-
етични стволови клетки, не показват статистически значимо по-различен клиничен 

изход.9, 12-17 Kрайният резултат е един и същ, независимо от разлика в кинетиката на 
терапевтичния отговор спрямо останалите Т-клетъчни ОЛЛ: по-лош ранен отговор 
към терапия и индукционен неуспех, ранни рециви, наличие на категория с ETP или с 
незрял фенотип, отличаващи се с невъзможност за постигане на ремисия, или с изклю-
чителна резистентност на рецидиви.9 Фактът, че около 60% от пациентите с РТП-ОЛЛ 
носят мутации, които потенциално биха могли да бъдат третирани със специфична 
таргетна терапия, поставя на дневен ред проучвания на иновативни терапевтични тех-
нологии. Налице са in vitro проучвания на тирозинкиназни инхибитори, приложени 
върху клетъчни линии от Т-ОЛЛ, трансфектирани с FLT3-експресионни конструкти, 
резултатите от които дават основания за провеждане на клинични проучвания с при-
лагане на FLT3-инхибитори в допълнение към алогенна трансплантация на хемопое-
тични стволови клетки.15 По правило РТП-ОЛЛ се характеризира с необичайно акти-
виране на JAK/STAT-сигналния път и JAK1/2-инхибиторът ruxolitinib показва силна 
активност в ксенографтни модели на РТП-ОЛЛ, получени от пациенти.18 Данните за 
зависимост на РТП-ОЛЛ от Bcl-2 дават основание за приложение на BCL2-инхибито-
ри (напр. АВТ-199) като потенциална терапевтична стратегия при определени катего-
рии пациенти.19

A При всички пациенти с остра лимфобластна левкемия се препоръчва интегриран диагностичен подход, включващ морфология на периферна кръв и кос-
тен мозък, имунофенотипизация и провеждане на генетични изследвания за оценка на риска.

В
 � Препоръчва се ранна Т-прекурсорна остра лимфобластна левкемия да бъде разпознавана като специфична подкатегория на остра лимфобластна 
левкемия.

 � За идентифициране на ранна Т-прекурсорна остра лимфобластна левкемия се препоръчва многопараметърна флоуцитометрия.



57

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · том II – ХЕМАТОЛОГИЧНИ НЕОПЛАЗИИ НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017

ЛИТЕРАТУРА
1. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, et al. The 2016 revision to the World Health Organization clas-

sification of myeloid neoplasms and acute leukemia. Blood 2016; 127 (20): 2391-2405
2. Coustan-Smith E, Mullighan CG, Onciu M, et al. Early T-cell precursor leukaemia: a subtype of very 

high-risk acute lymphoblastic leukaemia. Lancet Oncol 2009; 10: 147-156
3. Ferrando AA, Neuberg DS, Staunton J, et al. Gene expression signatures define novel oncogenic 

pathways in T cell acute lymphoblastic leukemia. Cancer Cell 2002; 1: 75-87
4. Rothenberg EV, Moore JE, Yui MA. Launching the T-cell-lineage developmental programme. Nat 

Rev Immunol 2008; 8: 9-21

5. Tremblay CS, Hoang T, Hoang T. Early T cell differentiation lessons from T-cell acute lymphoblastic 
leukemia. Prog Mol Biol Transl Sci 2010; 92: 121-156

6. Bell JJ, Bhandoola A. The earliest thymic progenitors for T cells possess myeloid lineage potential. 
Nature 2008; 452: 764-767 

7. Zhang J, Ding L, Holmfeldt L, et al. The genetic basis of early T-cell precursor acute lymphoblastic 
leukaemia. Nature 2012; 481 (7380): 157-163

8. Zuurbier L, Gutierrez A, Mullighan CG, et al. Immature MEF2C-dysregulated T-cell leukemia pa-
tients have an early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia gene signature and typically have 
non-rearranged T-cell receptors. Haematologica 2014; 99: 94-102

В  � При идентифициране на ранна Т-прекурсорна остра лимфобластна левкемия се препоръчва обсъждане на интензивни химитерапевтични протоколи 
(COALL-97, BFM), включително алогенна трансплантация на хемопоетични стволови клетки.

С Препоръчва се включване на пациенти с ранна Т-прекурсорна остра лимфобластна левкемия в клинични проучвания.

 � Диагностиката на остри лимфобластни левкемии следва да се осъществява в специализирани лаборатории, които имат добре функциониращ 
механизъм за комуникация между звената, осъществяващи морфологична, имунофенотипна и генетична/молекулярна оценка на клиничeн материал 
(в съпоставка с основни клинични данни) и годишна натовареност не по-малка от 200 преминали пациенти с хематологични болести през всяко едно 
от обособените лабораторни направления.

 � Имунофенотипизацията на остри левкемии се провежда с ≥ 4-цветна многопараметърна флоуцитометрия и достатъчно широк панел, който да 
позволява идентифициране на определените в класификацията на Световната здравна организация (4-та ревизирана версия, 2016) нозологични 
единици, вкл. “ранна Т-прекурсорна остра лимфобластна левкемия”.



58

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · том II – ХЕМАТОЛОГИЧНИ НЕОПЛАЗИИ НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
9. Bernt KM, Hunger SP, Neff T. The functional role of PRC2 in early T-cell precursor acute lympho-

blastic leukemia (ETP-ALL) – mechanisms and opportunities. Front Pediatr 2016; 4: 49
10. Inukai T, Kiyokawa N, Campana D, et al. Clinical significance of early T-cell precursor acute lympho-

blastic leukaemia: results of the Tokyo Children’s Cancer Study Group Study L99-15. Br J Haematol 
2012; 156: 358-365

11. Ma M, Wang X, Tang J, et al. Early T-cell precursor leukemia: a subtype of high risk childhood acute 
lymphoblastic leukemia. Front Med 2012; 6: 416-420

12. Patrick K, Wade R, Goulden N, et al. Outcome for children and young people with early T-cell pre-
cursor acute lymphoblastic leukaemia treated on a contemporary protocol, UKALL 2003. Br J Hae-
matol 2014; 166: 421-424

13. Guo RJ, Bahmanyar M, Minden MD, Chang H. CD33, not early precursor T-cell phenotype, is as-
sociated with adverse outcome in adult T-cell acute lymphoblastic leukaemia. Br J Haematol 2016; 
172: 823-825

14. Zuurbier L, Gutierrez A, Mullighan CG, et al. Immature MEF2C-dysregulated T-cell leukemia pa-
tients have an early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia gene signature and typically have 
non-rearranged T-cell receptors. Haematologica 2014; 99 (1): 94-102

15. Neumann M, Heesch S, Gökbuget N, et al. Clinical and molecular characterization of early T-cell 
precursor leukemia: a high-risk subgroup in adult T-ALL with a high frequency of FLT3 mutations. 
Blood Cancer J 2012; 2 (1): e55

16. Conter V, Valsecchi MG, Buldini B, et al. Early T-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia in 
children treated in AIEOP centres with AIEOP-BFM protocols: a retrospective analysis. Lancet Hae-
matol 2016; 3( 2): e80-86

17. Jain N, Lamb AV, O’Brien S, et al. Early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia/lymphoma 
(ETP-ALL/LBL) in adolescents and adults: a high-risk subtype. Blood 2016; 127 (15): 1863-1869

18. Maude SL, Dolai S, Delgado-Martin C, et al. Efficacy of JAK/STAT pathway inhibition in murine 
xenograft models of early T-cell precursor (ETP) acute lymphoblastic leukemia. Blood 2015; 125 (11): 
1759-1767

19. Kawashima-Goto S, Imamura T, Tomoyasu C, et al.BCL2 Inhibitor (ABT-737): A restorer of predni-
solone sensitivity in early T-cell precursor-acute lymphoblastic leukemia with high MEF2C expres-
sion? PLoS ONE 2015; 10 (7): e0132926







59

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · том II – ХЕМАТОЛОГИЧНИ НЕОПЛАЗИИ НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017

2.1. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ХРОНИЧНА МИЕЛОИДНА 
ЛЕВКЕМИЯ
2.1.1. BCR-ABL-фузионен ген

Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Появата на хронична миелоидна левкемия (ХМЛ) е свързана 
с формирането на Филаделфийска хромозома (Ph) и предизвиканите от нея нарушения 
ключови за клетъчната биология процеси. По правило Ph-хромозома e еднa от двой-
ката дериватни хpомозоми (22q-), обpaзувaни при тpaнслокaция t(9;22)(q34;q11). На 
молекулярно ниво при обмяна на генетичен материал се сливат области от пpотоонко-
генa нa Abelson (ABL1) [9q34] и генa breakpoint cluster region (BCR) [22q11], в резултат на 
което се образува фузионен ген BCR-ABL1, водещ до синтез на химерeн онкопротеин 
Bcr-Abl с ключово значение за патогенеза на болестта. При ХМЛ счупването в ABL1-
гена почти винаги е разположено в началната част на гена, най-често в 1-ви интpон и 
рядко във 2-ри. За разлика от него, счупванията в BCR-гена са хетерогенни, като при 
ХМЛ счупването най-често е разположено в средната част на гена – в област, означава-
на като Major (M)-bcr, обхващаща екзони е12-е16 (означавани и кaто b1-b5). Прекъсва-
нията в тази област водят до формиране на фузионен ген M BCR-ABL1, който се тpaн-
скpибиpa в b3a2 и/или b2a2 РНК (транскрипти) и води да синтез на хибридни протеини 

с молекулно тегло 210 KD (Р210BCR-ABL).1 В около 2-4.5% от пациентите се срещат други 
атипични форми на BCR-ABL1-фузионни транскрипти2, от които по-чести са варианти, 
при които счупването е разположено в началото на BCR-гена (1-ви интpон) – в област, 
означавана като minor (m)-bcr, в която обpaзувaният mBCR-ABL-ген се тpaнскpибиpa в 
e1a2-РНК и се синтезира химеpен пpотеин с молекулно тегло 190 KD (Р190BCR-ABL). Тази 
форма се среща по правило при Ph(+) остри левкемии, докато при ХМЛ се доказва 
в около 1% от случаите.3 Micro (µ)-bcr-облaсттa е локализирана в края на BCR-гена и 
обхваща участък между екзони е19 и е20. Обpaзувaният µBCR-ABL-ген води до син-
тез на е19a2-транскрипти и онкопpотеин с молекулно тегло 230 KD (P230bcr-abl), кой-
то се сpещa при клиничен вариант на ХМЛ, характеризиращ се с усилена продукция 
на зрели неутрофили или с повишена пролиферация на мегакариоцити.4 За разлика 
от нормалния P145abl протеин, онкопротеинът Р210bcr-abl се характеризира с постоян-
но повишена тирозинкиназна активност, с променена клетъчна локализация, както и 
със способност да взаимодейства с многобройни протеини, включително и с нехарак-
терни такива. Благодарение на тези си свойства Р210bcr-abl чрез диpектно фиксиpaне нa 
медиaтоpи към специфични домейни или чpез обpaзувaне нa многокомпонентни ком-
плекси с участие на “aдaптоpни” молекули предизвиква постоянно и нерегулируемо 
aктивиpaне на множество различни сигнални пътища, което води до неконтролируема 
пpолифеpaция нa цитокин-зaвисими хемопоетични клетки (пpи нaмaленa концентpa-
ция или отсъствие нa цитокини), нарушена клетъчна адхезия към костномозъчната 
строма и към компонентите на екстрацелуларния матрикс, инхибиране на апоптозата, 
а в напреднали стадии – до блокиране на клетъчната матурация.5

Аналитични методи за изследване. При почти всички пациенти, лекувани с тирозин-
киназни инхибитори (ТКИи), се постига пълен  хематологичен отговор, а при значи-

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ МИЕЛОПРОЛИФЕРАТИВНИ 
НЕОПЛАЗИИ2
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телна част от тях – и пълен цитогенетичен отговор. При отсъствие на Ph-хромозома 
молекулярните методи са единствени подход за откриване и количествено характе-
ризиране на нивото на минималната резидуална болест, поради което молекулярни-
ят мониторинг има ключова роля в терапевтичното моделиране на отделни пациен-
ти. Понастоящем за оценка на молекулярния отговор се препоръчва количествена 
полимеразно-верижна реакция след обратна транскрипция (RT-PCR) с използване 
на Taqman-сонди, с чувствителност, позволяваща доказване на нива на BCR-ABL1 ≤ 
0.0032%. Приложение намират два основни подхода: (i) стандартизирана мануална тех-
ника с готови, комерсиално разработени диагностични китове, най-често базиращи се 
на стандартизиран протокол, разработен от програма Europe Against Cancer11, 12; (ii) ав-
томатизиран подход с използване на Cepheid xpert monitor platform10. Като контролни 
нормални транскрипти се препоръчва използване на ABL1, BCR, GUSB или друг меж-
дународно признат ген.12 Оценката на нивото на фузионни транскрипти се провежда 
върху ядроносни клетки, изолирани от периферна кръв, а резултати се съобщават след 
умножаване на получената BCR-ABL1/ABL1-стойност с локален фактор на конверсия 
според международна скала (IS), позволяваща сравнимост на резултати, получени в 
различни лаборатории.13 Най-общо, IS се дефинира като намаление на BCR-ABL1-тран-
скрипти спрямо стандартизирано базисно ниво от 100%, изчислено въз основа на сред-
но ниво на BCR-ABL1, определено в 30 проби, взети преди започване на лечение в про-
учване IRIS. Освен като процент, молекулярният отговор може да бъде представен и 
като логове на редукция, където 1 лог е десеткратно намаление в нивото на BCR-ABL1, 
2 лога – стократно намаление и т.н. Основните дефиниции на молекулярния отговор 
(МО) включват: (i) голям МО – ниво на BCR-ABL1/ABL1 ≤ 0.1%; (ii) дълбок МО – ниво 
на  BCR-ABL1/ABL1 ≤ 0.01% с  три различни нива на дълбок МО, като не се прави раз-

лика дали се установяват, или не се установяват резидуални BCR-ABL1-транскрипти: 
(a) МО 4.0 лога – RT-PCR(+) с BCR-ABL1/ABL1 < 0.01% или RT-PCR(-) при наличие на 
> 10 000 ABL1-транскрипта; (b) МО 4.5 лога – RT-PCR(+) с BCR-ABL1/ABL1 < 0.0032% 
или RT-PCR(-) при наличие на > 32 000 ABL1-транскрипта; (c) МО 5.0 лога – RT-PCR(+) 
с BCR-ABL1/ABL1 < 0.001% или RT-PCR(-) при наличие на > 100 000 ABL1-транскрип-
та.14 В началото молекулярният мониторинг следва да се провежда през три месеца до 
постигане на голям МО (BCR-ABL1/ABL1 ≤ 0.1%), след което – през 3-6 месеца. Един 
от най-важните прогностични фактори е оценка на т.нар. ранен МО – ниво на BCR-
ABL1 на 3-и и 6-и месец от начало на терапията, където установените нива корелират 
с всички прогностични индекси: вероятност за постигане на голям МО, дълбок МО, 
преживяемост без прогресия (ПБП), приживяемост без трансформация (ПБТ) и обща 
преживяемост(ОП).9, 15

Доказателства за предиктивно значение. Основен подход при лечение на ХМЛ е ин-
хибитори на повишена тирозинкиназна активност; по този начин се цели специфично 
прекъсване на основния патогенетичен механизъм на болестта. За рутинна употреба 
са одобрени пет тирозинкиназни инхибитора (ТКИи) – imatinib, dasatinib, nikolotinib, 
bosutinib и ponatinib.6 Този подход е изключително ефективен и понастоящем десет-
годишната ОП при ХМЛ е над 80%.7, 8 За да се реализира целта на лечението, изклю-
чително е важно да се отграничат своевременно пациенти със субоптимален отговор, 
при които ранната промяна на използвания ТКИ би позволила по-добра прогноза. Цел 
на изследванията в хода на лечениее да се оцени степен на редукция на левкемичните 
клетки, като се търсят прояви на резистентност или прогресия, за да се идентифици-
рат пациенти, нуждаещи се от допълнително изследване, по-стриктно проследяване 
или превключване към втора линия терапия. Според степнта на намаляване на броя 
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на левкемични клетки (левкемичен обем) се разграничават три нива на отговор: (1) 
хематотологичен отговор– включва нормализиране на кръвните показатели и размера 
на слезката; (2) цитогенетичен отговор – включва оценка на динамика на остатъчни 
левкемични клетки, носещи Филаделфийска хромозома, спрямо изходното им ниво, 
вкл. и до пълното им изчезване; основните нива на клинично значим “голям” цитоге-
нетичен отговор включват парциален цитогенетичен отговор с наличие на 1-35% Ph(+) 
метафази и пълен цитогенетичен отговор с изчезване на Ph-хромозома; (3) молеку-
лярен отговор (МО) – промени в нивото и относителния на дял на фузионните BCR-
ABL1-транскрипти, представен като съотношение на фузионните към нормални тран-
скрипти.9 Характеризирането на ниво на BCR-ABL1-транскрипти в хода на лечение с 
ТКИи е най-чувствителен подход за оценка на терапевтична ефективност с доказана 
прогностична значимост и е с ключово значение за определянето на необходимост от 
промяна на терапевтичното поведение.10 Задължително е към момента на диагноза да 
се определи наличие и вид на фузионни транскрипти, тъй като в около 0.5-5% от случа-
ите се срещат атипични форми на фузионен ген, които могат да бъдат пропуснати при 
рутинно използвани диагностични китове за проследяване на молекулярен отговор.9 

Съществуват данни, че при атипични BCR-ABL1-транскрипти наблюдаваният отговор 
може да бъде различен от очаквaния. Смята се, че бързината на спадане на нивото на 
фузионни транскрипти спрямо изходното им ниво са по-важна, отколкото абсолют-
ното ниво, измерено в определен изолиран момент от лечението16, въпреки че това 
становище не е общоприето17. Най-общо, установяване на постоянно намаляващи и/
или персистиращи много ниски нива на BCR-ABL1, вкл. и пълното им изчезване, коре-
лира с благоприятна прогноза и дългогодишна преживяемост. Обратното, трайно пер-
систиращи високи нива на BCR-ABL1 или наново нарастването им след първоначално 

постигнат  молекулярен отговор се свързва с лекарствена резистентност и прогресия 
на болестта. Според актуалните препоръки за ниво на минимална резидуална болест в 
специфични моменти от лечението се препоръчват следните определения: (i) оптима-
лен отговор – постигане на оптимална степен на редукция на BCR-ABL1/ABL1, което 
показва много добра прогноза в дългосрочен план; промяна в използваната терапия 
не се налага; (ii) неуспех – отсъствие на терапевтичен отговор с невъзможност да се 
постигне желано ниво на редукция на левкемична популация; показва резистентост и 
е маркер за неблагоприятна прогноза, поради което е необходима промяна в терапев-
тичното поведение; (iii) предупреждение – установява се известен отговор към лече-
ние, но той е по-слабо изразен от очаквания, поради което е необходимо по-внимател-
но мониториране с готовност за промяна на лечението.9 Понастоящем съществуват 
известни различия в дефинициите за оптимален отговор в двете основни ръководства 
за провеждане на молекулярен мониторинг и интерпретация на получените резулта-
ти. Съгласно препоръките на European Leukemia Net (ELN), 2013, за оптимален МО 
се приема нива на BCR-ABL1/ABL1 ≤ 10% на трети месец от начало на лечението, BCR-
ABL1/ABL1 ≤ 1% на шести месец и BCR-ABL1/ABL1 ≤ 0.1% на дванадесети месец или 
по което и да е време в хода на лечението. Според NCCN 2017 за оптимален МО се 
приема BCR-ABL1/ABL1 между 10% и 1% на трети и шести месец, между 1% и 0.1% на 
дванадесети месец и < 0.1% на осемнадесети месец.9, 15 Постигане на голям МО (BCR-
ABL1/ABL1 ≤ 0.1%) корелира със значително по-добра прогноза по отношение на ПБП 
и ПБС и е една от основните цели при лечение на ХМЛ.18 Постигане на дълбок МО 
с неустановими BCR-ABL1-транскрипти в случаите, когато е траен (> 2 години), поз-
волява при пациенти, лекувани с ТКИи в продължение на минимум три години без 
фаза на изострене, бластна криза или прояви на резистентност, да се направи опит 
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за спиране на лечението при стриктен ежемесечен молекулярен контрол на ниво на 
фузионни транскрипти.15 Около 50% от пациентите запазват постигнатия молекулярен 
статус, независимо от отсъствие на активно лечение; при останалите се наблюдава мо-

лекулярен рецидив, налагащ възобновяване на терапия с ТКИи. Най-висока честота на 
рецидиви се наблюдава през първите шест месеца, но прогресия към бластна криза е 
изключително рядка (0.8%).19

A

 � При хронична миелоидна левкемия в момента на диагноза се препоръчва задължително определяне на наличие и вид на фузионни BCR-ABL1-
транскрипти.

 � При пациенти с хронична миелоидна левкемия се препоръчва проследяване на ниво на фузионни BCR-ABL1-транскрипти през дефинирани времеви 
интервали с цел определяне на терапевтична ефективност на тирозинкиназни инхибитори (imatinib, dasatinib, nilotinib, bosutinib, ponatinib) и 
прогнозиране на хода на болестта.

 � Резултати за ниво на фузионни BCR-ABL1-транскрипти e препоръчително да се съобщават като процентно съотношение BCR-ABL1/ABL1 според 
международната скала IS.

 � За детекция на BCR-ABL1-транскрипти се препоръчва полимеразно-верижна реакция след обратна транскрипция (RT-PCR).

 � Изследването на BCR-ABL1/ABL1 следва да се провежда в дефинирани времеви интервали в хода на лечението с тирозинкиназни инхибитори, тъй 
като само тогава определеното ниво има доказана прогностична стойност, особено през първата година от началото на лечението.

 � Оценката на терапевтичния отговор следва да се извършва в сертифицирана лаборатория.
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2.1.2. ABL-точкови мутации
Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Използването на тирозинкиназни инхибитори (ТКИи) като 
нов таргетен подход при лечение на хронична миелоидна левкемия (ХМЛ) промени 
изцяло протичането на болестта и неговата прогноза.1 От друга страна, развитието 
на резистентност към ТКИи е една от основните причина за непостигане на очакван 
терапевтичен отговор (първична резистентност) или за загуба на вече постигнат от-
говор (вторична резистентност). Най-чест механизъм на придобита резистeнтност е 
поява на мутации в киназния домейн на ABL1-частта на фузионния ген BCR-ABL1, ус-
тановяван в 9-48% от случаите с първична и в 10-68% – с вторична резистентност.2 По-
настоящем са описани над 100 различни мутации.3 Броят им е относително по-малък 
при резистност към първа линия спрямо този към втора, трета и последваща терапия, 
което вероятно е свързано със селективен натиск върху левкемичната популация при 
промяна във вида на ТКИи през отделни етапи от лечението.4 В този смисъл пациенти 
с доказана мутация в BCR-ABL1 са с повишен риск от развитие на допълнителни му-
тации при смяна на терапията. Честотата на мутациите е непосредствено свързана и 
със стадия на болестта, като мутациите в BCR-ABL1 се доказват значително по-рядко 
при пациенти в хронична фаза (25-35%)5 в сравнение с фаза на изострене или в бластна 
криза, при които носителството на мутации се доказва до 80%.6 Смята се, че появата 
на мутации в киназния домейн на BCR-ABL1 затруднява свързването на онкопротеина 
със съответeн ТКИ и отслабва частично или напълно неговото действие. С клинична 
значимост за появата на резистентност са само тези мутации, които повлияват свърз-
ването на ТКИ, без обаче да нарушават самата тирозинкиназна активност на онкопро-

теина. При пациенти с резистентност към ТКИ търсенето на BCR-ABL1-мутации оста-
ва основен подход, който ръководи избора на последваща ТКИ-терапия. Дори наличие 
на мутации с много ниски нива може да има клинична значимост при прогнозиране 
на терапевтичен отговор при стартиране на последваща терапия. Установяването на 
многобройни различни мутации с ниска честота се приема като биомаркер на кло-
нална хетерогенност на болестта с тентенция за развитие на резистентност. Имайки 
предвид всичко това, търсенето на мутации в киназния домейн е съществен елемент 
от молекулярния мониторинг и има важно значение при терапевтично моделиране на 
пациенти с ХМЛ.7

Аналитични методи за изследване. Поностоящем препоръчван метод за скрининг на 
мутации в BCR-ABL1-гена е конвенционално секвениране по Sanger.5 Най-често 
секвенирането се извършва след амплификация на BCR-ABL1-комплементарна ДНК, 
като се доказват нарушения, когато мутационният товар е не по-малко от 10-20%.8 При 
невъзможност за секвениране в рутинната практика редица лаборатории използват 
алел-специфична полимеразно-верижна реакция (PCR) или PCR с амплификация-ре-
фрактерна мутационна система за търсенето на една или няколко мутации с изразена 
клинична значимост. Такава е мутация T315I, свързана с резистентност към повечето 
изпозвани в момента ТКИи, а чувствителността при този подход е значително по-ви-
сока от тази при конвенционално секвениране.9 Редица публикации показват успешно 
използване на секвениране от ново поколение (NGS) за идентифициране на мутациите 
в ABL1.10

Доказателства за предиктивно значение. Според препоръките на European 
LeukemiaNet (ELN) мутационен анализ към момента на диагноза следва да се провеж-
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да само при пациенти, при които болестта е диагностицирана във фаза на изостряне 
или в бластна криза. Анализът следва да се провежда в хода на терапия при следните 
обстоятелства: (1) отсъствие на очакван терапевтичен отговор, (2) при десеткратно на-
растване на нивото на ВCR-ABL1-транскрипти, съпроводено със загуба на голям моле-
кулярен отговор; (3) при загуба на отговор, дефиниран като хематологичен или цитоге-
нетичен рецидив; (4) при всички пациенти с прогресия на болестта и с трансфомиране 
в изострена фаза или бластна криза.11, 12 Според последната Ревизия на класификаци-
ята на миелопролиферативни неоплазии на Световната здравна огранизация (WHO), 
2016, доказването на две или повече мутации в BCR-ABL1 в хода на лечение с ТКИи 
се предлага като условен критерий, дефиниращ изострена фаза на болестта. В рутин-
ната практика не е достатъчно само установяваване на наличие на мутации в BCR-
ABL1, но е необходимо и прецизиране на конкретния им вариант, тъй като клиничната 
значимост на различни форми варира според вида на използвания ТКИ. В повечето 
случаи различните мутации обуславят резистност или понижена чувствителност към 
конкретен ТКИ, но могат да запазят чувствителност към друг. Поради тази причина 
конкретната форма на мутацията е от значение при избор на следващ ТКИ след неус-
пех за постигане на оптимален отговор, независимо дали е съпроводено, или не с кли-
нична прогресия.11 Пациентите с доказанa мутация имат голяма вероятност да развият 

допълнителни мутации и следва да бъдат проследявани по-внимателно. По правило 
наличието на множество мутации е асоциирано с различен профил на резистентност 
в сравнение с обособени мутации и с по-неблагоприятна прогноза.14, 15 При пациенти, 
лекувани с imatinib, по-често срещани мутации в киназния домейн включват Q252R/H, 
F317L/I, M351T/V и E355G/D (обуславят умерена резистентност към препарата), как-
то и мутации G250E, Y253F/H, E255K/V и T315I (обуславят силно изразена резисте-
ност).17 Като цяло, използваните инхибитори от второ поколение (nilotinib, dasatinib 
и bosutinib) показват запазена активност по отношение на повечето мутации, водещи 
до резистентност към imatinib, като изборът за втора или последваща линия до го-
ляма степен се определя от конкретния вид на намерените мутации. Например при 
установяване на мутации Y253H, E255K/V и F359V/C/I се препоръчва използването на 
dasatinib, при F317L/V/I/C, T315A или V299L –nilotinib, a при E255K/V, F317L/V/I/C, 
F359V/C/I, T315A или Y253H – bosutinib.12 С най-изразена клинична значимост е доказ-
ване на мутация T315I, която е свързана с резистентност както към Imatinib, така и към 
трите ТКИи от второ поколение; единствен препоръчван препарат при тези пациенти 
е ТКИ от трето поколение ponatinib. Алтернативна възможност при тези пациенти е 
алогенната трансплантация на хемопоетични стволови клетки.11, 12

B

 � При пациенти с хронична миелогенна левкемия, лекувани с тирозинкиназни инхибитори, се препоръчва изследване за мутации в киназния домейн на 
BCR-ABL1 при следните индикации: (1) липса на очакван терапевтичен отговор, (2) загуба на постигнат терапевтичен отговор, (3) нарастване на нивото на 
ВCR-ABL1-транскрипти 1 лог, съпроводено със загуба на голям молекулярен отговор, (4) клинична прогресия на болестта на фона на провеждана терапия.

 � Като клиничен минимум се препоръчва търсене на T315I-мутация с оглед селектиране на пациенти с резистентност към всички тирозинкиназни 
инхибитори от второ поколение, показани за лечение с трето поколение (ponatinib) или за алогенна трансплантация на хемопоетични стволови клетки.
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2.2. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ПЪРВИЧНА 
МИЕЛОФИБРОЗА
2.2.1. JAK2-, CALR- и MPL-мутации

Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Първичната миелофиброза (ПМФ) е клонална болест на хемо-
поезата, включена в групата на отрицателните за Филаделфийска хромозома и фузионeн 
ген BCR-ABL1 “класически” миелопролиферативни неоплазии, към която се отнасят 
също полицитемия вера и есенциална тромбоцитемия.1 Характеризира се с пролифе-
рация в костния мозък на мегакариоцити с белези на дисплазия, прогресираща рети-
кулинова и колагенова фиброза, неефективна еритропоеза и поява на екстрамедуларна 
хемопоеза, причиняваща изразена органомегалия.2-5 Хромозомни аномалии при ПМФ 
се срещат в около една трета от пациентите, като най-чести са del(20q), del(13q), +8 и +9, 
както и аномалиите на хромозома 1. По-рядко се наблюдават -7/del(7q), del(5q), del(12p), 
+21 и der(6)t(1;6)(q21;p21.3).6 Спектърът от молекулярни аномалии е изключително хете-
рогенен, като с най-голямо значение са мутациите, засягащи JAK2 (janus kinase 2), CALR 
(calreticulin) и MPL- (myeloproliferative leukemia virus oncogene) гените7, за които се смята, 
че имат основно значение за патогенезата на болестта.

По правило JAK2-генът е разположен на хромозома 9p24 и кодира синтез на цитоплазмен 
протеин с тирозинкиназна активност, имащ ключова роля в сигналната трансдукция от 
различни мембранни рецептори за растежни фактори. Мутацията засяга нуклеотид 1849 
в екзон 14, при което настъпва заместване на валин с фенилаланин в кодон 617 (V617F); 
това обуславя трайно активиране на тирозинкиназната активност и свърхчувствител-
ност или пълна независимост към съответни пролиферативни стимули от околната сре-

да. Мутацията се среща в 50-60% от пациентите, без да е патогномонична; доказва се и в 
над 90% от пациенти с полицитемия вера и в около 50-60% с есенциална тромбоцитемия. 

От друга страна, CALR-генът е разположен на хромозома 19p13.2 и кодира синтез на 
протеин, участващ в регулация на разнообразни биологични процеси – поддържане 
на баланс на Ca2+, имунен отговор, клетъчна пролиферация и адхезия и др. При ПМФ 
най-често (85%) се наблюдават две основни индел-мутации, засягащи екзон 9: тип I – 
делеция на фрагмент с големина 52 bp  (c.1092_1143del, L367fs*46) и тип 2 – инсерция 
на фрагмент с големина 5 bp (c.1154_1155insTTGCC, K385fs*47); по-рядко се срещат и 
други нарушения. Мутациите в CALR-гена се доказват в около 25-30% от случаите с ми-
елофиброза. Хомозиготно носителство е изключително рядко и се наблюдава основно 
по отношение на тип 2 мутация. 

От трета страна, MPL-генът е разположен на хромозома 1p34 и кодира синтез на ре-
цептора за тромбопоетин. Най-често срещащи се мутации при ПМФ се разполагат в 
екзон 10 и включват транзиции в нуклеотид 1544, в резултат на което се замества трип-
тофан в кодон 515 на трансмембранния домейн с други аминокиселини – MPLW515L/
К/А/R. Значително по-рядко се засяга кодон 505 – например S505N. Мутации в MPL-
гена се доказват в около 5-10% от пациентите с ПМФ. В повечето случаи се срещат под 
форма на хетерозиготно носителство. Подобно на JAK2 V617F, мутациите в CALR- и 
MPL-гените се срещат не само при ПМФ, но и при есенциална тромбоцитемия.9, 10 По 
правило мутациите в трите гена са взаимоизключващи се8, независимо, че се съобщава 
и едновременно носителство на две различни мутации11, 12.

Аналитични методи за изследване. Изследването на мутации в JAK2-, CALR- и MPL-
гените е задължителен елемент от диагностичния панел при пациенти със съмнения за 
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ПМФ. За изследване на JAK2 V617F-мутация в рутинната практика се използват раз-
лични методи, основаващи се предимно на качествена или количествена полимеразно-
верижна реакция (PCR), най-често под форма на алел-специфична PCR (качествена), 
количествена PCR с използване на Taqman-сонди13, комбиниране на PCR с RFLP (поли-
морфизъм в дължината на рестрикционните фрагменти) и BsaXI-рестриктаза и др.12, 13. 
Понастоящем се използват четири различни подхода за изследване на CALR-мутация 
– секвениране по Sanger, комбинирано с фрагментен анализ и капилярна електрофо-
реза, високо разрешителен мелтинг-анализ (HRM), количествена или качествена PCR 
и секвениране от ново поколение (NGS).14 По правило MPL-мутациите могат да се 
докажат чрез секвениране по Sanger, което е скъпо и трудоемко; затова в рутинната 
практика се предпочитат PCR-базирани подходи, най-често алел-специфична PCR за 
всяка една от мутациите или PCR-амплифициране на рефракторна мутационна систе-
ма (ARMS).13 Мутациите в трите гена са взаимоизключващи се, поради което се препо-
ръчва стъпков алгоритъм, при който се продължава с търсене на нова мутация само 
ако предходното изследване е показало отрицателен резултат. През последните години 
за едновременен скрининг и на трите мутации се предлага NGS. 

Доказателства за предиктивно значение. Наличието на някоя от мутациите, зася-
гащи един от трите гена, е един от големите диагностични критерии за ПМФ според 
последната ревизия на Класификацията на миелопролиферативни неоплазии.1 Неза-
висимо че мутациите не са патогномонични за болестта, доказването им е маркер, 
показващ клонален характер на миелоиднана пролиферация и отхвърлящ евентуал-
ни реактивни промени.1 Според наличие и вид на мутациите се разграничават четири 
прогностични групи пациенти: CALR-мутации-положителни (медианна преживяе-
мост 15.9 години), MPL-мутации-положителни (медианна преживяемост 9.9 години), 
JAK2 V617F-положителни (медианна преживяемост 5.9 години) и отрицателни за JAK2 

V617F-, CALR- и MPL-мутации (тройно отрицателни) (медианна преживяемост 2.3 го-
дини).18 Сходни данни се съобщават и в друга проучване: CALR-мутации-положителни 
(медианна преживяемост 17.7 години), MPL-мутации-положителни (медианна прежи-
вяемост 9.1 години), JAK2 V617F-положителни (медианна преживяемост 9.2 години) и 
JAK2 V617F/CALR-мутации/MPL-мутации-отрицателни (тройно отрицателни) (меди-
анна преживяемост 3.2 години).19 По отношение на CALR-мутациите се съобщава, че 
прогностично значение има и конкретната ѝ форма – медианна обща преживяемост 
(ОП) при тип 1 и сходните ѝ мутации е 26.4 години срещу 7.4 години при тип 2 и сход-
ните ѝ.20 В групата на JAK2 V617F-положителни се съобщава прогностично значение на 
мутационния товар за медианна ОП съотв. 80 месеца при висок (≥ 50%) товар срещу 
50 месеца при нисък (< 50%).21 Значима асоциация с носителство и вид на мутации 
е наблюдавана и по отношение на десетгодишната трансформация в остра левкемия 
– съотв. 9.4% при CALR-мутации, 19.4% при JAK2 V617F, 16.9% при MPL и 34.4% при 
тройно отрицателни. Мутационният статус има значение и за риска от тромбози, 
който е значимо по-висок при пациенти с JAK2 V617F- и MPL-мутации спрямо тези с 
CALR-мутации.22 Редица експерти предлагат за по-добро прецизиране на риска т.нар. 
нова прогностична скоринг-система, основаваща се на мутационен статус (MIPSS).23

Терапевтичната стратегия варира при отделните болни и се определя от рисковата гру-
па и наличието на симптоматика. При пациенти с нисък риск, особено ако са безсимп-
ттомни, не се налага специфични лечение. При симптоматични пациенти широко при-
ложение намира таргетно лечение с JAK1/2-инхибитора ruxolitinib, но ефективността 
му не се повлиява от мутационния статус, включително и от наличието на JAK2 V617F. 
При пациенти с висок риск, вкл. и тези, които са тройно отрицателни, една опция с по-
тенциал за излекуване е алогенна трансплантация на хемопоетични стволови клетки.22



70

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · том II – ХЕМАТОЛОГИЧНИ НЕОПЛАЗИИ НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017

ЛИТЕРАТУРА
1. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, et al. The 2016 revision to the World Health Organization clas-

sification of myeloid neoplasms and acute leukemia. Blood 2016; 127: 2391-2405
2. Mascarenhas J. Looking  forward:  novel  therapeutic  approaches  in  chronic  and  аdvanced phas-

es of myelofibrosis. Hematology Am Soc Hematol EducProgram 2015; 2015: 329-339
3. O’Malley DP, Fedoriw Y. Bone marrow. In: Essentials of Anatomic Pathology. Cheng L, Bostwick DG. 

(Eds.), 2016, 821-868
4. Thiele J. Philadelphia chromosome–negative chronic myeloproliferative disease.  Am J Clin 

Pathol 2009; 132 (2): 261-280
5. Mesa RA, Passamonti F. Individualizing care for patients with myeloproliferative neoplasms: Inte-

grating genetics, evolving therapies, and patient-specific disease burden. Am Soc Clin Oncol Educ 

Book 2016; 35: e324-335
6. Hussein K, Van Dyke DL, Tefferi A. Conventional cytogenetics in myelofibrosis: literature review 

and discussion. Eur J Haematol 2009; 82 (5): 329-338
7. Bose P, Verstovsek S. Prognosis of primary myelofibrosis in the genomic era. Clin Lymphoma My-

eloma Leuk 2016; 16 (Suppl): S105-113
8. Tefferi A. Myeloproliferative neoplasms: A decade of discoveries and treatment advances. Am J He-

matol 2016; 91 (1): 50-58
9. Shirane S, Araki M, Morishita S, et al. JAK2, CALR, and MPL mutation spectrum in Japanese pa-

tients with myeloproliferative neoplasms. Haematologica 2015; 100 (2): e46-48
10. Lin Y, Liu E, Sun Q, et al. The prevalence of JAK2, MPL, and CALR mutations in chinese patients 

with BCR-ABL1-negative myeloproliferative neoplasms. Am J Clin Pathol 2015; 144 (1): 165-171

A

 � Изследването на мутации в JAK2 (V617F), CALR и MPL се препоръчва като задължителен елемент от диагностичния панел в момента на диагноза при 
пациенти с вероятна първична миелофиброза.

 � Препоръчва се поетапно изследване чрез PCR на три гена според честота на мутациите: скрининг за JAK2 V617F, при отрицателен резултат – изследване 
за CALR-мутации, а при отрицателен резултат – търсене на мутации в MPL-гена.

 � Установяване на JAK2-мутация не се препоръчва като предиктивен маркер при таргетно лечение с JAK-инхибитори. 
 � При пациенти с тройно негативен резултат се препоръчва алогенна трансплантация на хемопоетични стволови клетки.

Мутационният статус проявява изразена корелация с прогнозата на първична миелофиброза, като най-добра е при CALR-мутации, а най-неблагопри-
ятна – при тройно отрицателни пациенти.
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3.1. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ХРОНИЧНА 
ЛИМФОЦИТНА ЛЕВКЕМИЯ
3.1.1. del(17p)/TP53-мутация

Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Del(17p) е една от най-важните клинично значими хромозом-
ни аберации при хронична лимфоцитна левкемия (ХЛЛ), проявяваща изразена асоци-
ация с отговор към лечение и цялостна прогноза.1 Смята се, че основен механизъм, 
чрез който се опосредства това неблагоприятно прогностично значение на del(17p), e 
загубата на TP53-гена.3 По правило ТР53 е тумор-супресорен ген, чието увреждане при 
делеции или соматични мутации се среща както при различни хематологични неоп-
лазии, така и при солидни тумори. Той е разположен на хромозома 17p13.1 и съдържа 
единадесет екзона, десет от които са кодиращи (2-11).4 Синтезираният р53-протеин 
е изграден от 393 аминокиселини и включва в структурата си следните домейни: (i) 
N-терминален домейн, който осигурява трансактивация на таргетни гени; (ii) центра-
лен ДНК-свързващ домейн, който директно взаимодейства с консенсусни ДНК-по-
следователности в таргетни промотори; (iii) олигомеризационен домейн, чрез който 
четири мономерни полипептидни вериги се свързват една с друга и формират финална 
тетмерна молекула; (iv) C-терминален домейн, който съдържа важни регулаторни об-

ласти за ДНК-спецефично и ДНК-неспецифично свързване с p53.5 В допълнение, освен 
протеин, съдържащ цялата аминокиселинна последователност, се срещат и различни 
изоформи на р53, като експресията им има както тъканно-специфичен характер, така 
и се наблюдават и различия на субклетъчната им локализация. Функционално р53 има 
ключово значение за противотуморната бариера, предпазвайки организма от проли-
ферация на малигнени клетки. На ранни етапи от карциногенеза туморните клетки 
са подложени на генотоксичен стрес, който предизвиква активиране на ДНК-йерар-
хично структуриран механизъм за установяване на ДНК-лезии и тяхното репариране 
или арест на клетъчния цикъл, ако за възстановяването на ДНК е необходимо допъл-
нително време. Алтернативна възможност в случаите, когато увреждането на ДНК е 
твърде обширно и възстановяването е неприложимо, е да се индуцира апоптоза или 
репликативно стареене на клетката. Ефективното индуциране на всички тези процеси 
е възможно само с активно участие на р53.4 

Делециите, засягащи късото рамо на 17 хромозома [del(17p)] се доказват съотв. в 5% и 
9% от новодиагностицирани пациенти с ХЛЛ според използвания метод за изследва-
не – конвенционален цитогенетичен анализ или флуоресцентна in situ хибридизация 
(FISH).1 Честотата нараства значително и достига 30-50% при клинична прогресия на 
болестта, рефрактерност към имунохимиотерапия или рецидив.2 По правило del(17p) 
се среща само в част от левкемичните клетки, което предполага, че появата на ано-
малия е субклонална. В хода на болестта или след провеждане на имунохимиотера-
пия настъпва клоналната селекция на клетки, носещи аномалията, които придобиват 
пролиферативни преимущества и се превръщат в доминираща популация. Данните за 
честота на мутациите в TP53 при ХЛЛ варират между 4% и 37%6 според използвана 
методология, особености на изследвана популация и стадий на болестта. Мутации в 

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ЛИМФОИДНИ НЕОПЛАЗИИ3
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ТР53 се срещат както при пациенти с del(17p), така и при пациенти, при които делеци-
ята отсъства. В случаи с доказана del(17p) мутации в ТР53, увреждащи незасегнатия от 
del(17p) алел, се наблюдават в над 80% от случаите7, докато при отсъствие на del(17p) те 
се срещат значително по-рядко, което вероятно отразява селективен натиск на клетки, 
носещи биалелното инактивиране на гена. Най-често мутациите засягат екзони 4-9 на 
ТР53.8 При ТР53, за разлика от редица други тумор-супресорни гени, не е необходимо 
да се инактивират и двата алела, за да се наруши функцията на p53-протеина. Зависи-
мият от p53 сигнален път е с изразена чувствителност към промени в нивото на р53-
протеина и синтезираният само от единия алел продукт може да не е достатъчен, за 
да осигури адекватната му функция. Този ефект, означаван като хаплоинсуфициенция, 
се предполага като основен механизъм при пациенти с изолирана del(17р) или само с 
ТР53-мутация.9 Същевременно загубата на функция може да не е най-тежък дефект 
при р53, допринасящ за прогресия на болестта, тъй като два други допълнителни ме-
ханизми, свързани с мутации в ТР53, се обсъждат в този контекст. Съществуват данни 
за доминантно-негативен ефект на моноалелни мутации спрямо интактен (“див” тип) 
алел. Този ефект се наблюдава в резултат на инхибиране на р53-функцията чрез оли-
гомеризация на мутирали и немутирали р53-полипептидни вериги. В допълнение се 
съобщава и за придобиване на функции, чийто ефект вероятно е независим от алелния 
статус. 

Аналитични методи за изследване. Интерфазният FISH е рутинен диагностичен 
подход за изследване на най-важните клинично значими хромозомни аномалии при 
ХЛЛ, вкл. и del(17p), тъй като доказването им чрез конвенционален хромозомен лен-
тов анализ е затруднено поради нисък пролиферативен потенциал на левкемичните 
клетки in vitro и относително висока честота на фалшив “нормален кариотип”, свързан 

с пролиферация на нелевкемични резидуални Т-лимфоцити.10 Понастоящем се препо-
ръчва изследване на del(17p13) чрез FISH преди стартиране на първа линия лечение, а 
не към момента на диагноза. Поради възможна клонална селекция на клетки, носещи 
аномалията по време на първоначално използван терапевтичен протокол, е необходи-
мо изследването да се повтори при всяка необходимост от промяна в терапевтичното 
поведение, вкл. при стартиране на лечение при рецидив.11

Mутации в ТР53 се доказват при повечето del(17p)-положителни пациенти, както и 
в около 5% от нелекувани пациенти с ХЛЛ с показания за стартиране на терапия, при 
които отсъства del(17p). Тези пациенти се характеризират с резистентност към конвен-
ционални терапевтични протоколи и намалена преживяемост без прогресия (ПБП) и 
обща преживяемост (ОП); поради това се препоръчва включване на изследването в ди-
агностичния набор при пациенти с ХЛЛ12 при наличие на технически възможности. От 
European Research Initiative on CLL (ERIC) са разработени указания за изследване на му-
тации в TP53, като за целта се препоръчва директно секвениране по Sanger. Областта на 
интерес трябва да включва минимум екзони 4-9, а при възможност – 2-11. Изследването 
следва да се провежда при всички пациенти, участващи в клинични проучвания, а извън 
тях – при пациенти, подходящи за алогенна трансплантация на хемопоетични стволови 
клетки или при други интензивни протоколи (FCR и BR). Анализът трябва да се проведе 
непосредствено преди вземане на решение за започване на лечение. При пациенти без 
мутации се препоръчва повторно изследване, когато е необходима смяна на терапия и 
резулатът от изследването може да повлияе избора ѝ.13 Указанията съдържат и препоръ-
ки за стандартни оперативни процедури, качествен контрол, форма на съобщаване на 
резултати и интерпретация. През последните години за изследване на мутациите в ТР53 
приложение намира и секвениране от ново поколение (NGS).
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Доказателства за предиктивно значение. Изследването на del(17p) и мутации в ТР53 
няма съществено значение за диагнозата на ХЛЛ и не е част от рутинния набор от диаг-
ностични подходи при новодиагностицирани.14 Приема се, че наличието на аномалии е 
най-важен неблагоприятен прогностичен фактор, който, съпоставен с други клинично 
значими аномалии, е асоцииран с най-кратка медианна ОП и най-кратък интервал до 
започване на лечение, съотв. 32 и 9 месеца. Изследването на аномалиите има ключово 
значение при определяне на прогноза и избор на оптимален терапевтичен протокол. 
Аномалиите, засягащи TP53-гена, се наблюдават предимно при отсъствие на мутации в 
локуса на тежките вериги на имуноглобулините (IGHV), като е честа асоциацията с други 
хромозомни аномалии, каквито са делециите на 3p, 4p, 9p, 18р, 20р, както и аберациите, 
засягащи хромозома 8 (8p- или 8q+).15, 16 Наблюдава се също и изразен дисбаланс в екс-
пресията на редица гени, участващи в контрола на апоптоза, регулацията на клетъчния 
цикъл и свързаните с BCR-сигнални каскади – намалена експресия на TP53, CCND3, 
BCL2, SYK, ATM, TCL, PI3K, CCND1 и AID и свърхексперсия на P2, MYC и AICL. В 
допълнение при ХЛЛ с del(17p) се наблюдава и характерен профил на други мутации, 
засягащи гени NOTCH1 (15%), RPS15 (12%), DDX3X (8%) и GPS2 (6%)16, висока честота на 
атипичен имунофенотип с висока експресия на CD20 и повърхностни имуноглобулини, 
както и по-висока честота на експресия на CD38 и ZAP-70. 

Когато се обсъжда клиничната значимост на del(17p)/TP53-мутации, трябва да се има 
предвид изразената хетерогенност на пациентите, при които те се установяват, в зави-
симост от: (i) момент от клинична еволюция на ХЛЛ, когато са доказани аномалиите, 
(ii) комбинация от нарушения [del(17p) и/или TP53] и (iii) относителен брой на клет-
ки, носещи del(17p) при изследване чрез FISH. Аномалиите могат да бъдат установе-
ни на ранен клиничен етап, съответно още към момента на диагноза или по време на 
безсимптомната фаза, или като вторично нарушение, настъпващо в хода на болестта, 

което се среща по-често в клиничната практика. В първия случай медианната ОП е 
значително по-дълга (4-5 години) от тази при пациенти, при които аномалията е при-
добита вторично (1-1.5 години).15 Доскоро се смяташе, че мутациите в ТР53 се срещат 
рядко към момента на диагноза и по време на безсимптомна фази, но през последните 
години чрез по-чувствително NGS са установени мутации в 9% от нелекувани паци-
енти, но с ниска алелна честота от 2.1%, поради което те се пропускат при класическо 
секвениране по Sanger. Пациенти с малки субклонове, носещи мутации в TP53, се ха-
рактеризират със същия клиничен фенотип и неблагоприятна прогноза както 
тези, носещи клонални TP53-мутации. При проследяване е доказано, че малките 
субклонове, установени преди започване на лечение, стават доминираща клетъчна по-
пулация при рецидив и обуславят поява на резистентност.17

Прогностичната значимост на del(17p) е свързана със загуба на TP53-гена, като в някои 
проучвания се прави разграничение дали се касае за моноалелено, или за биалелно 
инактивиране. В преобладаващ брой от случаи del(17p) е придружена с мутация във 
втория алел (биалелно инактивиране), при което функцията на p53 напълно отсъства. 
По-рядко del(17p) се среща без придружаващи мутации в TP53 или мутацията в TP53-
гена може да засегне само един алел при отсъствие на del(17р) (моноалелно инакти-
виране). Среща се също така и инактивиране на TP53-гена посредством две различни 
мутации и в двата алела при отсъствие на del(17р). Честотата на моно- и биалелни на-
рушения в ТР53 зависи от момента, в който е проведено изследването. Към момента 
на диагноза от изследвани 268 пациенти с ХЛЛ мутации в TP53 са доказани в 3.7%, в 
повечето случаи едновременно с del(17p), като относителният дял на изолирани мута-
ции е едва 1.1%.18 В друго проучване, обхващащо 400 пациенти с ХЛЛ, преди започване 
на лечение засягане на ТР53 е намерено в 17.5%, при 5.8% са доказани моноалелни на-
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рушения (съотв. 5.0% с ТР53-мутации и 0.8% с del(17p)), докато при останалите 11.8% са 
наблюдавани биалелни нарушения, от които 10.5% са с del(17p) плюс ТР53 мутации и 
1.3% са с две различни мутации и в двата алела.19 Мненията за прогностична значимост 
на моно- и биалелни нарушения са противоречиви. Според някои автори пациенти, 
които носят и двете аномалии [del(17p) плюс мутации във второ копие на ТР53], имат 
значително по-неблагоприятна прогноза със скъсена ОП и ПБП в сравнение с тези, 
които имат само мутации в TP53 или само del(17p). Същевременно дори и само 
del(17p) (в отсъствие на мутации във второ копие или обратно) също има неблагопри-
ятен прогностичен ефект в сравнение пациентите с нормален ТР53, което предполага, 
че дори и моноалелна инактивация на TP53 може да е достатъчна за поява на ре-
зистентност и клонална селекция.19 Според други автори липсва значима разлика 
в прогностичната значимост, свързана с моно- или биалелно инактивиране на TP53.8

Друг важен фактор, стратифициращ пациенти с del(17p) в групи с различни риск, е 
големина на клона (респ. относителен дял на брой на ядрата), носещ аномалията при 
изследване чрез FISH; прогнозата е по-добра, когато носителството на аномалия е в 
малък брой клетки. Точният критичен праг на относителен дял на del(17p)-положи-
телни ядра с прогностична значимост е обект на дискусии. Според някои авторипри 
изследването на 777 пациентr с ХЛЛ се установява, че наличието на del(17p) в ≥ 10% от 
клетките е с най-изразена значимост за неблагоприятна прогноза – при тези пациенти 
се постига терапевтичен отговор едва в 29% и се отбелязва медианна ОП от 6 месеца.20 
В друго проучване, обхващащо 1585 пациенти с ХЛЛ, наличието на ≤ 20% del(17p) е 
свързано със значимо по-дълго време от диагноза до започване на първа линия те-
рапия (44 месеца) спрямо тези с > 20% (1-8 месеца). Същата тенденция се установява 
и по отношение на медианна ОП – съотв. 11 срещу 3 години.21 Според трети автори 

оптималният праг с прогностична значимост е 25% del(17p), позволяващ прогнозиране 
на тригодишна ОП с чувствителност – 77% и специфичност – 60%.22

Понастоящем се смята, че наличие на del(17p13)/ТР53-мутации само по себе си не е ос-
нование за стартиране на лечение. Данните показват, че едва при 50% от нелекувани па-
циенти с ХЛЛ, носещи del(17p13), се наблюдава прогресия в рамките на 12-18 месеца, до-
като при останалите, проследявани до 70 месеца, болестта има протрахирано протичане 
без прогресия.23 При пациенти, при които се налага започване на лечение, наличието на 
del(17p)- или TP53-мутации са най-важни фактори, които следва да се имат пред-
вид при избор на терапия. Данните за статуса на del(17p)- и/или TP53-мутации, заедно 
с четири други независими параметъра (възраст, клиничен стадий, мутационен статус на 
IGHV и ниво на β2-микроглобулин), са в основата на международен прогностичен индекс 
за ХЛЛ (CLL-IPI), разработен въз основа на метаанализ от 3472 пациенти.24 Редица наблю-
дения подкрепят идеята, че наличие на del(17p)- и/или TP53-мутации непосредствено ко-
релира с очакваната ефективност на терапевтичния подход. Например пациенти, носещи 
del(17p)- или мутации в TP53-гена, имат неблагоприятна прогноза при конвенционал-
ни протоколи с имунохимиотерапия (FCR, fludarabine/cyclophosphamide/rituximab) и едва 
при 5% се постига пълна ремисия.25 Отсъствие на адекватен отговор се съобщава и при 
лечение с BR (bendamustine/rituximab) като първа линия, без да се постигне пълна ремисия 
при нито един от включените пациенти с del(17p) и с медианна ПБП от 7.9 месеца.26

През последните години в клиничната практика навлизат нови таргет-ориентирани 
терапевтични опции с доказана ефективност при високо рискови пациенти с ХЛЛ, но-
сещи del(17p13)/ТР53 мутации – idelalisib  (PI3K-инхибитор), ibrutinib (инхибитор на 
тирозинкиназата на Bruton) и venetoclax (Bcl2-инхибитор).27 Оптималното определяне 
на последователността на отделните лекарствени препарати е в процес на проучване.28
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3.1.2. del(11q)/ATM-мутация
Георги Балаценко, Маргарита Генова

Молекулярна биология. Делеции в дългото рамо на хромозома 11 [del(11q)] е втората 
най-честа генетична аномалия при хронична лимфоцитна левкемия (ХЛЛ), срещаща се 
в около 10-32% от пациентите.1 Честота на аномалията е значително по-ниска през ран-
ни стадии (10%), докато при нелекувани пациенти с авансирала болест тя достига до 
25%.2 Честотата на del(11q) при нелекувани и лекувани болни в България е съотв. 12.3% 
и 24.1%.3 Според големината на делетирания регион се разграничават два вида делеции, 
означавани като класически и атипични. Така наречените класически 11q-делеции са 
по-чести и обхващат големи области с дължина до над 20 Мbp.4 По правило аномали-
ите ангажират само едната 11-та хромозома, като се смята, че хомозиготни 11q-деле-
ции не съществуват. Минималният делеционен район обхваща 11q22.3-q23.1-областта, 
поради което почти винаги се засяга ATM (ataxia-telangiectasia mutated) гена, както и 
редица други гени, между които RDX, FRDX1, RAB39, CUL5, ACAT, NPAT, KDELC2, 
EXPH2, MRE11, H2AX и BIRC3. По правило ATM-генът кодира синтез на нуклеарна се-
рин/треотин-киназа, чиято активност се индуцира чрез двуверижни ДНК-скъсвания, 
възникващи ендогенно или след експозиция на ДНК-увреждащи агенти (йонизираща 
радиация, лекарствени препарати и др.).5 Атипичните del(11q) са значително по-редки, 
локализирани са по-близо до центромера и обхващат относително малки области, като 
минималният делеционен район е различен от този, при класически del(11q). Данните 
за биологията и клиничното значение на тези аномалии са оскъдни.4

Мутации в ATM-гена са намерени само в 8-30% от пациентите с ХЛЛ с del(11q), което 
предполага, че вероятно и други гени имат значение за патобиологията на аномалията. 

Един от тези гени е BIRC3, който е локализиран в непосредствена близост до ATM-гена 
на 11q22.4 Въз основа на наличните данни се смята, че най-вероятно ХЛЛ-фенотипът, 
асоцииран с del(11q), е резултат на двуверижни ДНК-скъсвания и дефект в ДНК-репа-
риращи механизми, като тези нарушения са свързани със: (i) случайни мутации в ATM-
гена, (ii) дисфункция или хипоактивация на ATM, несвързана с мутации, (iii) сложни 
генни делеции, засягащи гени, ангажирани в двувержните ДНК-скъсвания и тяхната 
репарация (например Mre11a и H2AX, заедно с ATM)6 или (iv) други неидентифицира-
ни механизми, асоциирани с del(11q).7 В допълнение, в левкемичните клетки при ХЛЛ 
с del(11q) са активирани пътища на сигнална трансдукция, свъразни с преживяемост 
на клетките и тяхната пролиферация, най-вероятно поради абнормна свръхекспресия 
на INSR-гена8; по този начин се осигурява клонален селективен натиск с натрупване на 
клетки, носещи аномалията.

Пациенти с ХЛЛ, при които се доказва del(11q), са по-млади мъже, характеризират 
се с изразена лимфаденомегалия и наличие на неблагоприятни прогностична факто-
ри, като отсъствие на мутации в IGHV-гените. Изразената клиничната значимост на 
del(11q) при ХЛЛ се определя от редица фактори: (i) по правило всички пациенти с 
ХЛЛ с del(11q) имат прогресираща болест и на практика отсъстват случаи със стабил-
но протичане, при които не е необходимо начално лечение; (ii) продължителността на 
постигната ремисия след използвана първа линия терапия е по-кратка от тази, при 
пациенти без del(11q) [при които отсъства del(17p)], (iii) cлучаи с ХЛЛ с del(11q) мо-
гат да бъдат асоциирани с непропорционалнo нарастване на големината на вътрешни 
лимфни възли, което вероятно е свързано с високата експресия на INSR.9 Смята се, 
че при част от пациентите с del(11q) може да бъде нарушена функцията и на втория 
ATM-алел в резултат на мутации, като това допълнително допринася за неблагоприят-
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но клинично протичане; болните с биалелно ATM-инактивиране се характеризират с 
най-слаб отговор към терапия и най-неблагоприятна прогноза.10 Срещат се и случаи с 
ХЛЛ и мутации в ATM, без del(11q). 

Аналитични методи за изследване. Интерфазен FISH е рутинен диагностичен подход 
за изследване на най-важните клинично значими хромозомни аномалии при ХЛЛ, вкл. 
и del(11p), тъй като доказването им чрез конвенционален хромозомен лентов анализ е 
затруднено поради ниския пролеферативен потенциал на левкемичните клетки in vitro 
и относително високата честота на фалшив “нормален” кариотип. Според препоръки-
те на National Comprehensive Cancer Network  (NCCN) и European Society of Medical 
Oncology (ESMO) изследването следва да се проведе преди стартиране на първа линия 
лечение, а не към момента на диагнозата.11, 12 Желателно е изследванията да се повто-
рят при промяна в терапевничното поведение, тъй като е възможна клонална селекция 
на клетки, носещи аномалиите по време на първоначалния терапевтичен протокол. 
Същото важи и при стартиране на лечението при рецидив на болестта. Секвенирането 
на ATM-гена не е част от рутинната диагностика поради изключителната му големина 
(62 кодиращи екзоза), вариации в разположението и вида на мутациите.13

Доказателства за предиктивно значение. Наличието на del(11q) при почти всички 
болни c ХЛЛ е асоциирано с бързо прогресираща болест, скъсено време до започване 
на първо лечение (ВЗПЛ), кратка продължителност на ремисията и скъсена обща пре-
живяемост (ОП) след стандратна химиотерапия в сравнение с пациенти, при които от-
съства del(11q) и без аномалии, засягащи 17p.4 Същевременно при определяне на прог-
нозата при конкретен пациент е важно да се вземат предвид и някои допълнителни 
фактори. От значение за прогнозата при пациенти с del(11q) e и мутационният статус 

на IGHV-гените – медианната ОП при пациенти с del(11q), но без мутации IGHV е 11.26 
години, докато при тази с отсъствие на мутации медианната ОП не е достигната. Ана-
логична тенденция се наблюдава и по отношение на тригодишна преживяемост: при 
del(11q) без мутации тя е 88% срещу 100% при наличие на del(11q) и мутации в IGHV.14 
Друг фактор с потенциално значение за прогнозата е наличие на съпътстващи мутации 
в ATM-гена, които се срещат в около 20-30% от пациентите с ХЛЛ, носещи del(11q). Ня-
кои проучвания показват, че пациенти с биалелно инактивиране на ATM имат по-лоша 
прогноза от тези, носещи само делеция.15 При интерпретация на прогностичната зна-
чимост на аномалията от значение е и относителният брой на клетките, положителни 
за del(11q) при изследване чрез FISH. При проучване, обхващащо 242 пациента с ХЛЛ 
и del(11q), е установено, че пациенти с ≥ 40% от клетките с аномалия (74% от всички 
случаи) имат медианно ВЗПЛ от 19 месеца и ОП – 90 месеца срещу 44 месеца ВЗПЛ и 
недостигната ОП при пациенти, при които делецията се доказва в < 40% от клетките.13

Ако се лекуват само с пуринови аналози, прогнозата при пациенти с del(11q) е по-
лоша от тази при болни с всички останали хромозомни аномали, с изключение на 
del(17p), които се характеризират с най-лоша прогноза.1 Разработването и навлизане-
то в клиничната практика на терапевтични протоколи, включващи комбинации 
fludarabine/cyclophosphamide (FC) или имунохимиотерапия под форма на fludarabine, 
cyclophosphamide и rituximab (FCR), особено при нелекувани преди това пациенти, по-
добриха прогнозата и в известна степен преодоляха отрицателния ефект на del(11q).16-18 
Друг имунохимиотерапевтичен протокол, предназначен за пациенти с коморбидност, 
е комбинация оbinutuzumab/chlorambucil, който в съпоставка с rituximab/chlorambucil 
позволява удължаване на преживяемостта без прогресия (ПБП) и по-висока степен на 
пълен терапевтичен отговор (20.7% срещу 7.0%).19 Независимо от постигнатия ефект, 
наличието на del(11q) продължава да бъде асоциирано със скъсена ПБП при използ-



81

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · том II – ХЕМАТОЛОГИЧНИ НЕОПЛАЗИИ НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
ване на имунохимиотерапия.11 Съществуват и редица други терапевтични опции, при-
ложими за del(11q)-положителни пациенти; напрамер монотерапия с lenalidomide при 
del(11q)-положителни по-възрастни пациенти с рецидивирала или рефрактерна ХЛЛ 
позволява да се постигне терапевтичен отговор в 39-47% от случаите20, 21, но поради 
повишена смъртност не се препоръчва в рутинната практика извън клинични проуч-
вания11. Друга терапевтична опция за по-млади пациенти без изразена коморбидност 
е bendamustine/rituximab (BR), чрез която се постиг честота на отговор и честота на 
пълен отговор съотв. 90% и 40%.22 През последните години продължителен контрол на 
болестта при пациенти с висок риск, вкл. и при млади с del(11q), които са в добро общо 
състояние, се съобщава и при инхибитора на тирозинкиназата на Bruton–Ibrutinib10; 
при контраиндикации се използва FCR или високи дози methylprednisolone/rituximab23. 

Според последни препоръки на NCCN (2017) при пациенти с ХЛЛ и del(11q) 
се препоръчва включване в клинични проучвания, а при отсъствие на такива изборът 

на терапевтична стратегия се определя както от наличие на специфичната аномалия, 
така и от възрастта на пациентите и функционалното им състоятие (коморбиден ин-
декс, пърформанс статус). Предпочитани опции при пациенти на възраст ≥ 70 години 
или по-млади, но с коморбидност, включват obinutuzumab/chlorambucil, ofatumumab/
chlorambucil, rituximab/chlorambucil или bendamustine ± rituximab. Други възможнос-
ти са cyclophosphamide и prednizon ± rituximab, chlorambucil или rituximab. При паци-
енти на възраст < 70 години и без изразена коморбидностза първа линия на лечение се 
препоръчва FCR, bendamustine ± rituximab или pentostatin, cyclophosphamide, rituximab 
(PCR). При пълна ремисия на първа линия терапия пациентите могат да се наблюдават 
до прогресия или да се включат в клинични проучвания. Пациенти с частична реми-
сия, ако са подходящи, могат да бъдат насочени към алогенна трансплантация на хемо-
поетични стволови клетки. Ibrutinib или idalalisib ± rituximab са предпочитани опции 
при пациенти с рецидив или с рефрактерна ХЛЛ.11

C

 � При всички пациенти с хронична лимфоцитна левкемия, при които предстои започване или смяна на лечение, се препоръчва изследване чрез FISH на 
del(11q) с оглед определяне на риск и за избор на оптимален терапевтичен протокол. 

 � При del(11q)-положителна хронична лимфоцитна левкемия не се препоръчва монотерапия с пуринови аналози поради по-малка очаквана терапевтична 
полза в сравнение с всички останали хромозомни аномали, с изключение на del(17p). 

 � При del(11q)-положителна хронична лимфоцитна левкемия се препоръчва имунохимиотерапия, включваща моноклонални антитела и алкилиращ агент. 
 � При пациенти с рецидив или с рефрактерна del(11q)-положителна хронична лимфоцитна левкемия се препоръчват инхибитори на сигналната 
трансдукция, свързана с B-клетъчни рецептори (ibrutinib или idalalisib ± rituximab).
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3.1.3. CD20-експресия
Маргарита Генова, Георги Балаценко

Молекулярна биология. Маркерът CD20 е тетра-трансмембарен гликолизиран 
фосфопротеин и представлява първият антиген, идентифициран в В-клетъчната ли-
ния на диференциация. По правило CD20 е силно експресиран от В-клетъчни лим-
фоцити през тяхното развитие, но отсъства върху хематопоетични стволови клетки, 
ранни про-В-клетки и плазмоцити.1 Кодира се от MS4A1-ген, разположен на 11q12 
хромозома.2 Играе роля в диференциацията, съзряването и активирането на В-клетки. 
Протеинът няма познат естествен лиганд и функциите му са свързани с осигуряване 
на оптимален В-клетъчен имунен отговор срещу Т-независими антигени. Молекулата 
CD20 остава върху мембраната на В-клетки без дисоциация или интернализация при 
свързване с CD20-антитяло. Предполага се, че играе роля на калциев канал в клетъч-
ната мембрана. Молекулата може да инициира вътреклетъчни сигнали, активирайки 
каскада на фосфорилиране на вътреклетъчни протеини чрез свързване към тирозин-
кинази от Src-семейството, като например Lyn, Fyn и Lck.3 Има данни за роля на CD20 
при взаимодействие на В-клетки с микросредата. Експресията му се регулира от хе-
мокинови сигнали чрез оста CXCR4/SDF1 и може да бъде нарушена от медикаменти, 
които се намесват във взаимодействия с микросредата.4

Експресия на CD20 се установява в широк спектър от неходжкинови лимфоми, в това 
число – В-клетъчна хронична лимфоцитна левкемия (ХЛЛ)/дребноклетъчен лимфо-
цитен лимфом (ДЛЛ). Почти всички В-клетъчни лимфоми са CD20-положителни, но 
експресията може да варира както между различните В-клетъчни неоплазии, така и 
между отделни субтипове или пациенти. Като цяло, ХЛЛ се характеризира със значи-

мо по-ниски нива на експресия на CD20 в сравнение с дифузен В-едроклетъчен лим-
фом, фоликуларен лимфом и други В-клетъчни лимфоми9, но нивата на експресия са 
хетерогенни при различни пациенти10. Налице са данни, че при ХЛЛ клетките, които 
непосредствено са напуснали микросредата на лимфни възли и са нахлули в перифер-
на кръв (CXCR4dim CD5bright), имат по-високи нива на CD20 в сравнение с клетки, цир-
кулиращи в кръвта от по-дълго време (CXCR4 bright CD5dim). Установено е, че CD20 се 
регулира директно от CXCR4-лиганд – стволово-клетъчен фактор 1 (SDF-lα, CXCL12), 
продуциран от стромални клетки.4, 11 В допълнение, нивата на CD20-експресия при 
ХЛЛ корелират с цитогенетиката, като случаите с тризомия 12 се характеризират с 
по-високи нива и с по-добър терапевтичен отговор към rituximab.12 Oт друга страна, 
NOTCH1-мутации са свързани с ниски нива на CD20 при ХЛЛ и са отговорни за дере-
гулацията на хистон-деацетилаза (HDAC)-медиирана епигенетична репресия на екс-
пресията на CD20, което е един от възможните механизми за по-ниска чувствителност 
към имунохимиотерапия на пациенти с NOTCH1-мутации.13 

Експресията може да бъде модулирана в хода на болестта и нейното лечение по раз-
лични механизми и това да повлияе на ефективността. Познат е феноменът на тран-
зиторно подтискане на CD20-експресия след лечение с rituximab14 дори загуба върху 
левкемични клетки в до около 50% от случаите.15, 16 Вероятни механизми за загуба на 
CD20 след лечение включват: интернализация на CD20-молекулата след прилагане на 
rituximab17 и/или трогоцитоза (т.нар. “окосяване”) от клетъчната повърхност на ком-
плекса CD20/rituximab посредством FcγR от моноцити/макрофаги, за която се смята, 
че настъпва по-бързо и има по-съществено значение.18 Налице са данни за медиираща 
роля на неутрофилите в процеса на трогоцитоза, която се индуцира в значително по-
голяма степен от rituximab в сравнение с obinutuzumab.19 Съществуват данни за нама-
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лена експресия на антигена и след прилагане на други медикаменти, напр. lenalidomide, 
който може да доведе до интернализиране на молекулата.20 В допълнение, ibrutinib и 
CXCR4-инхибиторът plerixafor блокират SDF-1α-медиираната CD20-ъпрегулация.11 В 
същото време съществуват възможности за възстановяване на експресията на CD20 
чрез HDAC-инхибитори (trichostatin, valproic acid, rhomidepsine), деметилиращи аген-
ти (DNMT-инхибиторите аzacitidine, decitabine) и други медикаменти (инхибитори на 
фарнезил-трансфераза – L-744, 832 или на TGFβ – LY364947) главно чрез освобожда-
ване на репресията на MS4A1-гена.21

Аналитични методи за изследване. Имунофенотипизацията чрез флоуцитометрия е 
задължителен компонент в диагностичния процес на ХЛЛ. Флоуцитометрията позво-
лява идентициране на мембранни епитопи на CD20 и полуколичествено определяне 
на нивата на експресия на антигена в проби от свеж клиничен материал (най-често 
периферна кръв) и дефиниране на прагови стойности на средна флуоресцентна интен-
зивност (MFI), брой молекули на еквивалентен разтворим флуорохром (MESF) или ко-
личество на свързано антитяло/клетка (ABC), които да дискриминират групи пациен-
ти със значими различия в клиничния изход и терапевтичен отговор.22-24 Към момента 
са необходими допълнителни проучвания за клинична приложимост. Проведените до 
момента исзледвания показват, че нивата на CD20 mRNA, определени с полимеразна 
верижна реакция в реално време (Q-RT-PCR), са нормални или близки до нормалните 
и не корелират добре с експресия на белтъчно ниво, вероятно поради посттранскри-
пционен дефект при ХЛЛ.25

Доказателства за предиктивно значение. Имунофенотипно изследване с включване 
на CD20 е задължителен компонент от диагностичния процес на ХЛЛ. Установява-

нето на CD20 е основна предпоставка за включване на анти-CD20-моноклонално ан-
титяло към химиотерапевтичния режим, което достоверно подобрява терапевтичния 
отговор с по-дълга преживяемост без прогресия (ПБП) и обща преживяемост (ОП), 
без допълнителна токсичност. Оценката на степента на експресия чрез определяне на 
интензитета на имуномаркиране предоставя допълнителна предиктивна информация, 
но следва да се интерпретира с внимание и на базата на стандартизирани флоуцито-
метрични подходи.

През последните години са разработени и одобрени за лечение моноклонални антитела, 
насочени срещу антигена. Първото химерно анти-CD20-моноклонално антитяло, одо-
брено за лечение на В-клетъчни злокачествени болести, е rituximab, който унищожава 
B-лимфоидни неоплазии чрез комплемент-зависима цитотоксичност (CDC) и антитяло-
зависима клетъчна цитотоксичност (ADCC). Следващи поколения анти-CD20-антитела 
(ofatumumab, ublituximab, obinutuzumab, ocaratuzumab) демонстрират значимо по-висо-
ка степен на медиирана от макрофаги антитяло-зависима фагоцитоза (ADP), която също 
има съществена роля при ХЛЛ5, както и директно подтискане на клетъчния растеж и 
индуциране на апоптоза, наречени директна клетъчна смърт (DCD)6.

Добавяне на rituximab към fludarabine/cyclophosphamide (R-FC) води до значително 
подобряване на терапевтичните резултати и постигане на клинично значимо удължа-
ване на ПБП при пациенти с ХЛЛ и схемата R-FC се превръща в “златен” стандарт за 
лечение.7, 8 Впоследствие са разработени второ и трето покление антитела, в това число 
obinutuzumab и оfatumumab, които са одобрени за лечение на пациенти с ХЛЛ. По-
настоящем за veltuzumab, ocaratuzumab, ublituximab и HuMax-CD20 текат клинични 
проучвания при ХЛЛ (NCT00546793, NCT00003874, NCT02301156 и NCT00093314).
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A

 � Имунофенотипно изследване на CD20 се препоръчва като задължителен компонент от диагностичния панел при новодиагностицирани пациенти с 
хронична лимфоцитна левкемия, както и при рецидив и/или прогресия.

 � Препоръчва се установяване на CD20 при хронична лимфоцитна левкемия чрез ≥ 4-цветна многопараметърна флоуцитометрия, а в случаи с предимно 
лимфомна изява – чрез имунохистохимия. 

 � При установяване на CD20 при хронична лимфоцитна левкемия се препоръчва включване на анти-CD20 моноклонално антитяло към 
химиотерапевтичния режим.

В
 � Препоръчва се определяне на нивата на експресия на CD20 на базата на средна флуоресцентна интензивност (MFI), брой молекули на еквивалентен 
разтворим флуорохром (MESF) или количество свързано антитяло/клетка (ABC) само в рамките на клинични проучвания.

 � При хронична лимфоцитна левкемия не се препоръчва изследване на нива на CD20 mRNA, определени с полимеразна верижна реакция в реално време 
(Q-RT-PCR), поради липса на корелация с експресията на белтъчно ниво.

 � Диагнозата на хронична лимфоцитна левкемия се основава на интегриран диагностичен подход, включващ морфология на периферна кръв и костен 
мозък или лимфен възел (в случаи с предимно лимфомна изява) в съчетание с имунофенотипизация.

 � Диагностиката на хронична лимфоцитна левкемия се осъществява в специализирани лаборатории, които имат добре функциониращ механизъм 
за комуникация между звената, осъществяващи морфологична и имунофенотипна оценка на клиничния материал в съпоставка с основните 
клинични данни, и годишна натовареност не по-малка от 200 преминали пациенти с хематологични болести годишно през всяко едно от обособените 
лабораторни направления.

 � Имунофенотипизацията на левкемии се провежда с многопараметърна флоуцитометрия (не по-малко от 4-цветна) и достатъчно широк панел, 
който да позволява идентифициране на определените в класификацията на Световната здравна организация (4-та ревизирана версия, 2016) 
нозологични единици с характеристика на лимфоидни левкемии, включително и хронична лимфоцитна левкемия.

 � CD20 е задължителен компонент в имунофенотипните панели както към диагноза, така и при рецидив и/или прогресия. 
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3.2. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ НЕХОДЖКИНОВИ 
ЛИМФОМИ
3.2.1. CD20-експресия при дифузен В-едроклетъчен лимфом

Маргарита Генова, Георги Балаценко

Молекулярна биология. Маркерът CD20 е тетра-трансмембарен гликолизиран 
фосфопротеин и представлява първият антиген, идентифициран в В-клетъчната ли-
ния на диференциация. По правило CD20 е силно експресиран от В-клетъчни лим-
фоцити през тяхното развитие, но отсъства върху хематопоетични стволови клетки, 
ранни про-В-клетки и плазмоцити.1 Кодира се от MS4A1-ген, разположен на 11q12 
хромозома.2 Играе роля в диференциацията, съзряването и активирането на В-клетки. 
Протеинът няма познат естествен лиганд и функциите му са свързани с осигуряване 
на оптимален В-клетъчен имунен отговор срещу Т-независими антигени. Молекулата 
CD20 остава върху мембраната на В-клетки без дисоциация или интернализация при 
свързване с CD20-антитяло. Предполага се, че играе роля на калциев канал в клетъч-
ната мембрана. Молекулата може да инициира вътреклетъчни сигнали, активирайки 
каскада на фосфорилиране на вътреклетъчни протеини чрез свързване към тирозин-
кинази от Src-семейството, като например Lyn, Fyn и Lck.3 Има данни за роля на CD20 
при взаимодействие на В-клетки с микросредата. Експресията му се регулира от хе-
мокинови сигнали чрез оста CXCR4/SDF1 и може да бъде нарушена от медикаменти, 
които се намесват във взаимодействия с микросредата.4

Експресия на CD20 се установява в широк спектър от неходжкинови лимфоми, в 
това число – дифузен В-едроклетъчен лимфом (ДВЕЛ). През последните години са 
разработени и одобрени за лечение моноклонални антитела, насочени срещу анти-

гена. Първо химерно анти-CD20-моноклонално антитяло, одобрено за лечение на 
В-клетъчни злокачествени болести, е rituximab, който унищожава B-лимфоидни не-
оплазии чрез комплемент-зависима цитотоксичност (CDC) и антитяло-зависима кле-
тъчна цитотоксичност (ADCC). Добавянето на rituximab (R) към cyclophosphamide, 
doxorubicine, vincristine, prednisone (CHOP) води до значително подобряване на тера-
певтичните резултати при пациенти с ДВЕЛ и схемата R-CHOP се превръща в “зла-
тен” стандарт за лечение.5 Впоследствие са разработени второ и трето поколение ан-
титела (obinutuzumab, ibritumomab tiuxetan, tositumomab, оfatumumab, veltuzumab), 
за които текат клинични проучвания (NCT00517530, NCT00440583, NCT00110071, 
NCT01481272, NCT01101581). Свързването на анти-СD20-моноклоналните антитела 
индуцира спиране на клетъчния цикъл, блок в диференциация или В-клетъчна актива-
ция чрез фосфорилиране на CD20, локализация на липидните рафтове и индуциране 
на вътреклетъчен инфлукс на калций според използваното антитяло.

Почти всички В-клетъчни лимфоми са CD20-положителни, но експресията може да 
варира както между различни В-клетъчни неоплазии, така и между отделни субтипо-
ве или пациенти. По правило CD20-отрицателните лимфоми съставляват около 1-2%. 
Като цяло, CD20-отрицателните ДBЕЛ показват тенденция за екстранодално засягане, 
агресивен клиничен ход, резистентност към конвенционална химиотерапия и небла-
гоприятна прогноза; използване на анти-CD20-моноклонални антитела не би било от 
полза в тези случаи. Най-чести CD20-отрицателни варианти включват плазмобластен 
лимфом, първичен ефузионен лимфом, дифузен В-едроклетъчен лимфом на базата 
Human herpes virus 8 (HHV-8-асоциирана мултицентрична болест на Castleman), анап-
ластен ALK-положителен ДBЕЛ. Повечето от наличните данни за CD20-отрицателни 
ДBЕЛ се състоят от клинични случаи и малки ретроспективни серии, което не поз-
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волява формулиране на стандарти за поведение.6 В допълнение, нивата на CD20-екс-
пресията варират в широк диапазон при различни пациенти. Клиничните резултати 
са достоверно по-лоши при ниска интензивност на маркиране на CD20, независимо 
от метода – имунохистохимия (ИХХ) или флоуцитометрия(ФЦМ).7, 8 Налице са данни 
за ниска експресия на CD20 при т.нар. double-hit лимфоми, отличаващи се с агреси-
вен клиничен ход и лоши терапевтични резултати.9 Съществуват съобщения за ДBЕЛ, 
които показват специфичeн CD20-положителен фенотип чрез имунохистохимия, но 
са отрицателни при флоуцитометрично изследване (IHC+/FCM-) и се отличават с поч-
ти десет пъти по-ниска експресия на CD20-информационна РНК в сравнение с CD20 
ИХХ+/ФЦМ+ контролни клетки. Данните за прогнозата при тази категория остават 
противоречиви.10, 11

Експресията може да бъде модулирана в хода на лечението на лимфома по различни 
механизми и това да повлияе на ефективността му. Добре познат феномен е подтис-
кане на CD20-експресия след лечение с rituximab в 37-60% от пациентите. Вероятните 
механизми включват епигенетично подтискане на експресията на MS4A1-гена, интер-
нализация на CD20-молекулата, селекция на CD20-отрицателен клон, трогоцитоза 
(т.нар. окосяване) от клетъчната повърхност на комплекса CD20/rituximab от моноци-
ти. Съществуват данни за намалена експресия и след прилагане на други медикаменти, 
напр. след лечение с ibrutinib в резултат на инхибиране на фактори, свързани с NFκB 
и критични за експресия на CD20, прилагане на lenalidomide, който може да доведе до 
интернализиране на молекулата, или прилагане на bortezomib, в резултат на което на-
стъпва протеинова деградация. Описани са мутации в MS4A1- и NOTCH1-гена, които 
са свързани с намалена експресия или конформационни промени, обуславящи резис-
тентност към терапията с анти-CD20-антитела. В същото време съществуват възмож-

ности за възстановяване на експресията на CD20 чрез HDAC-инхибитори (trichostatin, 
valproic acid, rhomidepsine), деметилиращи агенти (DNMT-инхибитори – аzacitidine, 
decitabine) и други медикаменти (инхибитори на фарнезил-трансфераза – L-744, 832 
или на TGFβ – Y364947) главно чрез освобождаване на репресията на MS4A1-гена.12

Аналитични методи за изследване. Имунохистохимичното изследване на имунофе-
нотипа, включително и на CD20, е задължителен компонент в диагностичния процес 
на ДBЕЛ. Методът е широко достъпен, относително евтин, позволява маркиране на 
архивни проби. Най-често се използва клон L26 на CD20-моноклонално антитяло, 
който разпознава интрацелуларен епитоп и се отличава с висока специфичност при 
изследване на биопсични материали, фиксирани във формалин и включени в парафин. 
Mason D, et al. препоръчват в резултата от изследването да бъде отбелязвано CD20-
положителен, независимо от интензитета, поради относително ниска разделителна 
способност на ИХХ.13 Прилагането на дигитализирано заснимане на ИХХ-препарати 
и софтуерна обработка дава възможност за полуколичествена оценка на интензитета.14

Флоуцитометрията позволява идентициране на мембранни епитопи на CD20 и полу-
количествено определяне на нива на експресия на антигена в проби от свежа тъкан. 
Методът дава възможност за дефиниране на прагови стойности на средна флуорес-
центна интензивност (MFI) или брой молекули на еквивалентен разтворим флуорох-
ром (MESF), които да дискриминират групи пациенти със значими различия в клини-
чен изход и терапевтичен отговор.15, 16 Според някои автори ФЦМ е по-чувствителна 
при идентифициране на CD20, но методът има сериозни недостатъци – изисква свеж 
материал, какъвто рядко е на разполжение към момента на диагноза, необходимо е 
специализирано оборудване и е с по-висока цена. 
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Доказателства за предиктивно значение. Имунофенотипното изследване на CD20 е за-
дължителен компонент от диагностичния процес на ДBЕЛ. Установяването му е основна 
предпоставка за включване на анти-CD20-моноклонално антитяло (rituximab) към хими-
отерапевтичния режим, което достоверно подобрява терапевтичния отговор с по-дълга 
преживяемост без прогресия (ПБП) и обща преживяемост (ОП) без допълнителна токсич-
ност.17 Идентифицирането на CD20-отрицателни ДBЕЛ при първоначална диагноза и при 
рецидив изисква внимателна интерпретация и оценка на качеството на имуномаркиране. 
За потвърждаване на В-клетъчна линия на диференциация се използват други В-клетъчни 
маркери, вкл. PAX-5, CD79a и CD22. Използването на вътрешни и/или външни контроли е 
задължително. Към момента няма установени стандарти за лечение на тази група пациен-

ти. Новите средства, насочени към В-клетъчни сигнални пътища, например, инхибитори 
на Bruton тирозинкиназа (BTK) и фосфатидилинозитол-3 киназа (PI3K), имат потенциал 
за ефективна терапия. От друга страна, PD-1-антитела и Bcl-2-инхибитори също могат да 
бъдат терапевтични опции, които следва да бъдат проучени. 

Оценката на степента на експресия чрез интензитет на имуномаркиране предоставя 
допълнителна предиктивна информация, но следва да се интерпретира с внимание на 
база на стандартизирани флоуцитометрични подходи или чрез използване на стандар-
тизирана ИХХ с автоматизирани системи, дигитализирана микроскопия и софтуерен 
анализ на образи за полуколичествена оценка.

A

 � Имунофенотипното изследване на CD20 се препоръчва като задължителен компонент от диагностичния панел при дифузен В-едроклетъчен лимфом 
както при новодиагностицирани пациенти, така и при рецидив и/или прогресия.

 � Препоръчва се установяване на CD20 при дифузен В-едроклетъчен лимфом чрез имунохистохимия и само в редки случаи с левкемична изява – чрез 
многопараметърна флоуцитометрия. 

 � При установяване на CD20 при дифузен В-едроклетъчен лимфом се препоръчва включване на анти-CD20-моноклонално антитяло към химио те ра пев-
тич ния режим.

В
При дифузен В-едроклетъчен лимфом определянето на нивата на експресия на CD20 на базата на дигитализирано заснимане на имунохистохимични 
препарати и софтуерна обработка или флоуцитометрично чрез средна флуоресцентна интензивност (MFI) или брой молекули на еквивалентен разтворим 
флуорохром (MESF) се препоръчва само в рамките на клинични проучвания.
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3.2.2. Kлетъчен произход при дифузен В-едроклетъчен лимфом
Маргарита Генова, Георги Балаценко

Молекулярна биология. Дифузният В-едроклетъчен лимфом (ДBЕЛ) е най-честа 
форма на лимфом в западния свят и съставлява 25-35% от неходжкиновите лимфоми 
при възрастни.1 Болестта показва значителна морфологична, клинична и молекулярна 
хетерогенност. Чрез прилагане на генно експресионно профилиране (GEP) са иденти-
фицирани най-малко два основни молекулярни субтипа с различен клетъчен произ-
ход: субтип с GEP, съответсващ на В-клетки на герминативния център (GCB), и субтип 
с GEP, съответсващ на активирани В-клетки (ABC). Около 10-15% от случаите не могат 
да бъдат класифицирани по общоутвърдени критерии и остават като неспецифицира-
ни по друг начин (NOS).2-7 От генетична гледна точка обособените по генно-експресио-
нен профил субтипове се различават по активация на различни молекулярни пътища, 
профили на генетични аберации и соматични мутации. Например случаи с GCB ДBЕЛ 
се характеризират с активация на PI3K-пътя и свръхекспресия на bcl6, докато при АВС 
ДBЕЛ е налице конститутивна активация на NFkB, която настъпва по различни ме-
ханизми, в това число и активация на сигналния път на В-клетъчния рецептор (BCR). 
Влиянието на тези различия върху клиничния изход се потвърждава в редица проучва-
ния8, голяма част от които демонстрират по-неблагоприятна прогноза при АВС ДBЕЛ 
в сравнение с GCB-субтип, независимо от включване на rituximab в терапевтичните 
схеми. С разработване на нови терапевтични подходи значимостта на разграничаване 
на субтиповете според клетъчен произход нараства и последната ревизирана версия 
на Класификацията на хематологични неоплазии на Световната здравна организация 
(2016) изисква в клиничната практика дефиниране на специфичeн субтип според кле-

тъчен произход. Съотношението между честотата на GCB/ABC-типове показва вариа-
ции според географски фактори, средна възраст и използвана методология, но обичай-
но е около 60%/40%, като честотата на GCB-субтип е по-ниска в Азия.9

Аналитични методи за изследване. Основополагащите проучвания използват из-
следване на генно-експресионни профили с висока производителност (high-throughput 
GEP), което не е приложимо в рутинната лабораторно-диагностична практика по ня-
колко причини: достъпност на технология, необходимост от свеж материал от туморна 
тъкан, цена и др. Понастоящем практическо дефиниране на специфичен субтип ДBЕЛ 
според клетъчен произход може да се осъществи по два основни подхода: чрез иму-
нохистохимично (ИХХ) маркиране на клетъчни маркери в определен алгоритъм или 
чрез GEP (високопроизводителен или нископроизводителен) на материали от туморни 
тъкани, фиксирани във формалин и включени в парафин (FFPE). 

За осъществяване на генно-експресионно профилиране се използва РНК, изолирана от 
FFPE-туморна тъкан. Проучени са както техники с висока10, 11, така и с ниска производи-
телност12-18. Приложимостта и на двата подхода е потвърдена от метаанализ на ретрос-
пективни проучвания. В ход са две фаза III клинични проучвания, в които се определя 
клетъчен произход посредством две платформи за GEP на FFPE-проби: REMoDL-B 
(NCT01324596), в което се използва платформа Illumina DASL (Illumina Inc., San Diego, 
CA) и ROBUST (NCT02285062), в което се прилага платформа Lymph2Cx, базирана 
на Nanostring nCounter (NanoString Technologies, Seattle, USA).19 Като предимство на 
технологията може да се приеме и възможността за използване на комерсиални чи-
пове, с което се осигурява точност на резултатите. Проблем представлява качеството 
на РНК, изолирана от FFPE-биопсични материали, но основно ограничение на GEP ос-
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тава достъпността на технологията, която към момента е приложима предимно във 
високоспециализирани лаборатории. Проучена е възпроизводимост на изследванията 
чрез Nanostring-based Lymph2Cx assay с добри резултати както при последователни 
изследвания от няколко проби от един биопсичен материал, така и по отношение на 
междулабораторна възпроизводимост.18, 20

В опит да се транслират резултати от GEP-субкласифициране в широкодостъпен 
подход, проложим в рутинната лабораторно-диагностична практика, са разработени 
няколко алгоритъма на изследване на панели от ИХХ-маркирани клетъчни антигени 
на материали от FFPE-туморни тъкани. По-голямата част от алгоритмите са бинар-
ни класификатори, т.е. предиктори от втори клас (Табл. 1). Основните предимства на 
ИХХ-алгоритми са свързани с широка достъпност и приложимост на метода, който 
позволява задоволителна възпроизводимост в рамките на отделен клиничен център. 
Подходът обаче страда от сериозни недостатъци, свързани с незадоволителна корела-
ция между различните алгоритми, и с ниска степен на междулабораторна възпроиз-
водимост, потвърдена и от рандомизирано клинично проучване, и от метаанализ.29-33 
Сравнителният анализ на ИХХ-алгоритъм на Hans върху FFPE-проби и транскриптом-
ният алгоритъм на Wright върху замразени проби, включени в клинично проучване 
LYSA LNH03-6B с пациенти, лекувани с R-CHOP, показва висока степен на корела-
ция между двата подхода (91%) и почти перфектна конкордантност според kappa test 
(0.81).34

Доказателства за предиктивно значение. Клиничната интерпретация е пряко за-
висима от начина на формулиране на заключението от лабораторното изследване. В 
тази насока ИХХ-алгоритми имат ясни предимства – резултатите са стандартизирани 

в значителна степен, ясно са определени алгоритмите и праговите стойности за всеки 
един от маркерите. Все още няма стандартизирана система за интерпретация и изгот-
вяне на резултат от GEP-изследвания. 

Клинични проучвания демонстрират значима и независима прогностична стойност на 
определянето на клетъчен произход при ДВЕЛ. Пациенти с GCB-фенотип имат висо-
ка обща преживяемост (ОП) в сравнение със случаи с АВС-фенотип, независимо от 
методологичния подход – GEP или ИХХ. Експерти дават предимство на GEP-подходи 
поради изложените по-горе предимства. От друга страна, едно фаза III проспективно 
проучване (LYSA LNH03-6B) демонстрира ИХХ-изследване при възрастни, лекувани с 
R-CHOP, като полезно средство за предсказване на прогноза, когато се извършва под 
оптимизирани стандартизирани условия. Допълнително изследване на Bcl2-експресия 
може да помогне за идентифициране на пациенти, изложени на риск от рецидив, които 
потенциално биха могли да отговорят на анти-Bcl2-терапии.33-35

Клинични проучвания доказват определянето на клетъчен произходи като предикти-
вен фактор при избор на лечение. Ретроспективно проучване от Датския лимфомен 
регистър върху всички 245 млади пациенти с ДBЕЛ с висок риск, лекувани между 2004-
2012 г., демонстрира, че лечение с R-CHOEP дава значимо по-добри резултати за пре-
живяемост без прогресия (ПБП) и ОП в сравнение с GCB-фенотип, а ОП е по-добра 
в сравнение с пациенти с не-GCB-фенотип; това не се наблюдава при болни, лекувани 
с R-CHOP. Ако резултатите бъдат потвърдени и в други проучвания, прилагането на 
R-CHOEP следва да бъде ограничено до пациенти с GCB-фенотип.36 Определянето на 
клетъчен произход е съществено при оценка на медикаменти, действието на които 
ангажира различни молекулярни механизми при GCB- и ABC-субтипа. Няколко фаза 
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I/II проучвания демонстрират предимства на добавянето на bortezomib, lenalidomide 
и ibrutinib към R-CHOP избирателно в ABC/не-GCB субтипа (NCT00057902, 
NCT01040871, Nowakowski, Leukemia 2011, NCT00849654, NCT01325701 и др.). По 
тези причини ревизираната Класификация на хемоетични и лимфоидни неоплазии на 

Световната здравна организация (2016) изисква отграничаване на GCB-срещу ABC/
не-GCB-субтип при всеки ДВЕЛ към време на диагноза. Ако GEP-технологията не е 
достъпна, ИХХ се приема за приемлива алтернатива, като използваният алгоритъм 
следва да бъде конкретно упоменат.37

A При всички новодиагностицирани пациенти с дифузен В-едроклетъчен лимфом се препоръчва към диагнозата определяне на клетъчен произход – GCB 
или ABC/non-GCB. 

B

 � За определяне на клетъчен произход GCB или ABC/non-GCB при дифузен В-едроклетъчен лимфом се препоръчва изследване на генно-експресионен 
профил (GEP). При липса на достъп до GEP имунохистохимичният подход се приема за задоволителна алтернатива. Препоръчва се резултатът 
задължително да съдържа информация за използван метод и конкретно използван алгоритъм.

 � Определяне на клетъчен произход при всички пациенти с дифузен В-едроклетъчен лимфом се препоръчва за оценка на прогноза и избор на лечение 
с по-висока терапевтична полза според дефинирания подтип: (i) R-CHOEP при GCB-субтип, (ii) добавяне на bortezomib, lenalidomide и ibrutinib към 
R-CHOP при ABC/non-GCB субтип.

 � При всички пациенти със съмнение за лимфом и/или рецидив задължително се прилага интегриран диагностичен подход, включващ репрезентативна 
биопсия от лимфен възел (или друга тъкан) в съчетание с имунофенотипизация.

 � Необходимо е прилагане на достатъчно широк панел, който да позволява идентифициране на определените в класификацията на Световната 
здравна организация (4-та ревизирана версия, 2016) лимфоми като обособени нозологични единици, вкл. субтипове дифузен В-едроклетъчен лимфом 
в зависимост от “клетъчeн произход”.

 � Окончателната диагностика на лимфомите, вкл. определяне на “клетъчен произход” при дифузен В-едроклетъчен лимфом, се осъществява в 
специализирани лаборатории, които имат добре функциониращ механизъм за интегриране на морфологична и имунофенотипна оценка на клиничния 
материал (в съпоставка с основни клинични данни) и годишна натовареност не по-малка от 200 преминали пациенти с хематологични болести.
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Таблица 1. Алгоритми за имунохистохимични панели за определяне на “клетъчен произход”.

Автор Имунохистохимично определени антигени

Алгоритъм на Colomo et al.21 MUM1/IRF4, CD10, BCL6

Алгоритъм на Muris et al.22 CD10, MUM1/IRF4 + BCL2

Алгоритъм на Nyman et al.23 CD10, BCL6, MUM1

Алгоритъм на Meyer (или ‘Tally’) et al.24 CD10, GCET1, MUM1/IRF4, FOXP1, LMO2

Алгоритъм на Hans et al.25 CD10, BCL6, MUM1

Алгоритъм на Choi et al.26 GCET1, MUM1, CD10, BCL6, FOXP1

Алгоритъм на Natkunam et al.27 LMO2

Алгоритъм на Visco et al.28 CD10, FOXP1, BCL6
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3.2.3. АLK1-аберации при едроклетъчни лимфоми 
Маргарита Генова, Георги Балаценко

Молекулярна биология. Киназата на анапластичния лимфом (аnaplastic lymphoma 
kinase, ALK) e известна като ALK-рецепторна тирозинкиназа и е определена като 
CD246 в клъстерите на диференциация. Кодира се отALK-гена, разположен на късо-
то (р) рамо на 2-ра хромозома в позиция 2p23.2-p23.1. Притежава екстрацелуларен 
домейн, един трансмембранен домейн и вътреклетъчен домейн с тирозинкиназна 
активност.1 Част е от семейството на протеини, наречени рецепторни тирозинкинази 
(ТКРи), които предават сигнали от клетъчната повърхност към клетката чрез сигнал-
на трансдукция. При стимулация на киназата върху клетъчната повърхност настъпва 
димеризация и активация чрез процес на фосфорилиране. Следва поредица от прех-
върляне на фосфатна група на друг следващ интрацитоплазмен протеин с последваща 
активация на определен сигнален път. Сигналната трансдукция е ключов механизъм 
при редица клетъчни процеси, вкл. клетъчен растеж и пролиферация или съзряване 
и диференциация. Нормално ALK е експресиран само в нервната система (таламус, 
хипоталамус, среден мозък, bulbus olfactorius и др.) и играе роля в развитието и дифе-
ренциацията на невроните.2

Различни механизми могат да доведат до абнормно активиране на киназата и консти-
тутивно фосфорилиране на последващите компоненти от сигналната верига, вкл. мис-
сенс-мутации, генна амплификация и хромозомни транслокации. Най-често абнорм-
ната експресия на ALK в лимфомни клетки е резултат от хромозомни транслокации, 
които водят до образуване на онкогенни ALK-съдържащи фузионни протеини.3 Всъщ-
ност ALK е идентифициран за първи път през 1994 г. в резултат на установяване на 

фузията му с най-честия партниращ ген – нуклеофосмин 1 (NPM1):NPM1-ALK – при 
анапластен едроклетъчен лимфом (ALCL) в резултат на t(2; 5) (p23; q25).4, 5 Към насто-
ящия момент са известни около 15 различни транслокации, в които участва ALK-генът, 
част от които са доказани при едроклетъчни лимфоми (Табл. 1). ALK-транслокации-
те водят до активиране на каталитичния домейн и обуславят онкогенни свойства на 
ALK-протеина чрез самоасоцииране и образуване на хомодимери. На свой ред, акти-
вирането на ALK-каталитичния домейн води до активиране на многобройни сигнални 
каскади, като RAS-ERK, JAK-STAT и PI3K-АКТ-mTOR.6,7

ALK-генът може да е обект и на мутации. Настъпването на “gain-of-function” точкови 
мутации e критично за активиране на киназния домейн и можe да бъдe причина за 
вторична лекарствена резистентност. Мутации рядко настъпват преди формиране на 
NPM-ALK при пациенти с анапластен едроклетъчен лимфом. Те водят до заместване 
на единични аминокиселини или по-сложни структурни преустройства на NPM-ALK-
киназата. Все още не е известно дали тези субклонални мутации съжителстват с “ди-
вия” тип (WT) алел в едни и същи клетки, дали подлежат на експанзия, или на загуба 
в резултат на естествен подбор. Идентифицирането и характеризирането им вероятно 
би могло да е полезно за определяне на най-подходяща терапия за отделен пациент и 
предотвратяване на ненужно свръхлечение или настъпване на рецидив.8

Все още не е ясно дали завишеният брой копия на ALK-гена може да допринесе за 
туморна патогенеза, макар че има отделни съобщения за амплификация на абнормни 
форми на ALK при солидни тумори, най-често в съчетание с амплификация на MYCN 
(v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene neuroblastoma derived homolog). Приема 
се, че АLK-амплификациите (без наличие на мутации или формиране на фузионни 
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гени) нямат съществена роля в туморната патогенеза и по този начин не представляват 
добра мишена за приложение на ALK-инхибитори.9

Проучвания със сравнителна геномна хибридизация (CGH) показват, че случаи с ALK+ 
ALCL носят вторичен хромозомен дисбаланс със загуба на генетичен материал в хро-
мозома 4, 4q13-q21 и 11q14 или допълнителен генетичен материал върху хромозома 7, 
17q24 и 17р, независимо от вида на транслокация.10 В допълнение, изследванията по-
казват съществени различия във вторичните генетични изменения при ALK-положи-
телни и отрицателни ALCL в подкрепа на концепцията, че те представляват различни 
биологично обусловени нозологични единици. Генно-експресионното профилиране, 
от една страна, ясно отграничава ALCL от останалите периферни Т-клетъчни лимфо-
ми, но от друга, идентифицира различни молекулни профили при ALK-положителни в 
сравнение с  отрицателни случаи, най-често по отношение на гени от ALK-сигналния 
път.11 При ALK+ ALCL най-често свръхекспресирани гени са BCL6, PTPN12, SEPRINA1 
и CEBPB, регулатори на STAT3 (IL-6, IL31RA), цитотоксични и Тh17-асоциирани мо-
лекули.12

Аналитични методи за изследване. Транслокации с участието на ALK-гена водят 
до повишена регулация и абнормно повишена експресия на ALK-протеин, като на су-
бклетъчно ниво разпределението на имунохистохимичното (ИХХ) оцветяване вари-
ра според генетичното преустройство. ALK-експресия отсъства от всички нормални 
постнатални човешки тъкани, с изключение на отделни мозъчните клетки.13 По тази 
причина ИХХ-изследване с анти-ALK-специфични моноклонални антитела измества 
молекулните тестове за диагноза на ALK+ ALCL. В повечето от случаите с t(2;5)/NPM-
ALK ALK-оцветяването на неопластични клетки е както ядрено, така и цитоплазмено 

в резултат на транспортиране на фузионния протеин NPM-ALK в ядрото чрез обра-
зуване на хетеродимери между “дивия” тип NPM и NPM-ALK.14, 15 Дребноклетъчният 
морфологичен вариант се характеризира с ограничено ядрено ALK-имуномаркиране.16 
В случаи с вариантни транслокации, при които партниращия на ALK ген е различен 
от NPM, оцветяването на ALK обикновено е цитоплазмено и рядко – мембранно.17 

Комбинираното ИХХ-изследване с анти-NPM-моноклонално антитяло е в състояние 
да предостави допълнителна информация за вида на транслокация. Случаи с t(2;5)/
NPM-ALK показват абнормно цитоплазмено имуномаркиране за NPM, докато при 
ALK+ ALCL с вариантни транслокации се установява очаквана ядрена експресия на 
NPM.18 Съществува рядък дифузен едроклетъчен В-клетъчен лимфом с имунобластна/
плазмобластна морфология, който експресира ALK-протеин и се характеризира често 
с интрасинусоидална локализация в лимфните възли, поради което може да наподо-
бява ALK+ ALCL. Тези ALK+ едроклетъчни В-клетъчни лимфоми експресират ЕМА 
(епителен мембранен антиген) и транскрипционни фактори BOB1 и OCT2, но са от-
рицателни за класически В-клетъчни маркери (CD20, CD79a, PAX5) и за CD30, като 
в повечето случаи ALK-имуномаркирането е с характерна гранулирана цитоплазмена 
характеристика.19, 20 В случаите, при които ИХХ-изследване е положително за ALK1-
протеин, не е необходимо провеждане на FISH или кариотипизация. Молекулярно из-
следване на фузионни гени с RT-PCR  се провежда за оценка на минимална резидуална 
болест в кръв или костен мозък, най-често при деца.21

Доказателства за предиктивно значение. Имунофенотипното изследване на ALK1 
чрез ИХХ е задължителен компонент от диагностичния процес на CD30+ едроклетъчни 
лимфоми. Установяването му е база за формулиране на окончателната диагноза в съ-
ответствие с критериите на WHO класификацията на хемопоетични и лимфоидни не-
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оплазии и отдиференциране от другите субтипове периферни Т-клетъчни лимфоми и 
дифузен В-едроклетъчен лимфом. По правило ALK+ анапластен едроклетъчен лимфом 
се характеризира с по-благоприятна прогноза в сравнение с останалите периферни Т-
клетъчни лимфоми. Диагностицирането на нозологичната категория е предпоставка за 
лечение в по-малък обем и интензивност. При пациенти под 60-годишна възраст с ALK+ 
ALCL и нисък/нисък-междинен риск според международния прогностичен индекс (IPI) 
петгодишната преживямеост без рецидив (ПБР) е 60-80%22 и не е необходима консоли-
дация с автоложна трансплантация на хемопоетични стволови клетки. В допълнение, 
прилагането на редуциран брой (3 броя срещу ≥ 6) курсове химиотерапия, последвани 
от локално лъчелечение, дава добри резултати при пациенти с локализиран стадий I.23

Назависимо от добрите терапевтични резултати с конвенционална химиотерапия, 
ALK е добър кандидат за прилагане на таргетно лечение. През последните години са 
разработени няколко ALK-инхибитора. Липсата на широко разпространена експресия 
на протеина в нормални тъкани предполага ниска честота на токсични ефекти от бло-
киране на ALK-функцията.24 Потенциалните стратегии, насочени към ALK, включват 
имунотерапия, генно заглушаване, инхибиране на сигнални пътища по веригата и ди-
ректно инхибиране на каталитичната активност чрез инхибиторни малки молекули.25 
Няколко ALK-инхибитора са показали активност върху NPM1-ALK и EML4-ALK-кле-

тъчни линии в предклинични проучвания.26 В ход са няколко клинични проучвания 
(NCT01524926, NCT01449461, NCT02419287, NCT01606878). До момента са публику-
вани резултати от фаза I отворено проучване за увеличаване на дозата на crizotinib в 
педиатрична популация с различни рецидивиращи тумори, асоциирани с ALK-проме-
ни, вкл. девет случая на ALK+ ALCL; постигната е 88% обща степен на терапевтичен 
отговор (СОО), вкл. пълни ремисии (CR) при 7 пациенти, частичен отговор (PR) – при 
един и стабилнаболест (SD) – при един, останал на терапия за повече от 30 курса.27

Молекулата ceritinib е нов селективен ALK-инхибитор, който индуцира пълна туморна 
регресия на резистентни на crizotinib модели на ALK+ ALCL.28 Проведено е фаза I про-
учване (NCT01283516) за повишаване на дозата на ceritinib при пациенти с напреднали 
или метастатични ALK+ тумори, вкл. три случая с ALK+ ALCL29; при двама е постигнат 
пълен отговор, а при един – частичен отговор с максимално намаляване на тумора с 
94.8% спрямо изходното ниво. Продължителността на отговор варира от ≥ 20 до ≥ 26 
месеца.30 В ход са две проспективни клинични проучвания за оценка на активността на 
ceritinib при хематологични неоплазии, вкл. ALCL (NCT02343679 и CLDK378A2407).

Налице са експериментални данни, които показват, че ALK-инхибиторите могат да бъ-
дат ефективни също и при ALK+ дифузни В-едроклетъчни лимфоми.31, 32

A
 � Имунофенотипно изследване на ALK1 се препоръчва като задължителен компонент от диагностичния панел при новодиагностицирани пациенти с 
CD30+ Т-клетъчни лимфоми.

 � Препоръчва се установяване на ALK1 чрез имунохистохимия върху биопсичен материал. В случаи, при които имунохистохимичното изследване е 
положително за ALK1-протеин, не се препоръчва провеждане на FISH или кариотипизация.
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Таблица 1. Транслокации, формиращи фузионни гени с участие на ALK.

Партниращ ген Транслокация Честота при ALCL Локализация на 
фузионния протеин Източник

NPM t(2;5)(p23,q35) 75-80% ядрена/цитоплазмена 13

ATIC Inv(2)(p23,q35) 2% цитоплазмена 33

B При пациенти под 60-годишна възраст с ALK-позитивен анапластен едроклетъчен лимфом и нисък/нисък-междинен риск според международния прог-
ностичен индекс (IPI) не се препоръчва консолидация с автоложна трансплантация на хемопоетични стволови клетки.

 � При всички пациенти със съмнение за лимфом и/или рецидив задължително се прилага интегриран диагностичен подход, включващ репрезентативна 
биопсия от лимфен възел (или друга тъкан) в съчетание с имунофенотипизация.

 � Необходимо е прилагане на достатъчно широк панел, който да позволява идентифициране на определените в класификацията на Световната 
здравна организация (4-та ревизирана версия, 2016) лимфоми като обособени нозологични единици, вкл. ALK1-позитивен анапластен едроклетъчен 
лимфом и ALK-позитивен дифузен В-едроклетъчен лимфом.

 � ALK-позитивните лимфоми представляват рядко срещани Т-клетъчни анапластни едроклетъчни лимфоми или много редки форми на дифузен 
В-едроклетъчен лимфом, чието диагностициране следва да се осъществява в специализирани лаборатории, които имат добре функциониращ 
механизъм за интегриране на морфологична и имунофенотипна оценка на клиничния материал (в съпоставка с основни клинични данни) и годишна 
натовареност не по-малка от 200 преминали пациенти с хематологични болести.

 � Прилагането на нови таргетни терапии, включително ALK1-инхибитори или анти-CD30-моноклонални антитела, самостоятелно или в 
комбинация с други противотуморни агенти, се очаква да промени клничния ход на болестта.
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ALO17 t(2;17)(p23;q25) 1% цитоплазмена 34

неизвестен ins(3’ALK)(4q22-24)
< 1% от дифузен 
В-едроклетъчен 
лимфом

грануларна 
цитоплазмена 35

CTLC t(2;17)(p23;q23) 2% цитоплазмена 36

MYH-9 t(2;22)(p23;q11.2) 1% цитоплазмена 37

MSN t(2,X)(p23,q1) 1% върху клетъчна 
мембрана 38

TFG t(2,3)(p23,q21) 1-2% цитоплазмена 39

TPM3 t(1,2)(q25,p23) 12-18% цитоплазмена 40

TPM4 t(2,19)(p23,p13) 1% цитоплазмена 41
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3.3. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ПЛАЗМОКЛЕТЪЧЕН 
МИЕЛОМ
3.3.1. Цитогенетика [t(4;14)-, t(14;16)- и del17p-статус] 

Маргарита Генова, Георги Балаценко

Молекулярна биология. Развитието на мултиплен миелом (ММ) е свързанo с после-
дователно натрупване на разнообразни нарушения, засягащи цели хромозоми, части 
от тях или отделни гени. Честотата и видът на нарушенията корелира със стадия на 
болестта, вида и продължителността на отговора към провежданата терапия. Посред-
ствoм конвенционална кариотипизация клонални хромозомни нарушения се устано-
вяват в около 40% от случаите, от които само 20-35% към момента на диагнозата, като 
честотата на доказването на различни хромозомни аберации достига 80% при пациен-
ти в напреднал стадий.1 Спектърът на хромозомните аберации е изключително хетеро-
генен, като най-общо те разделят миелома на 2 основни групи: (1) нехипердиплоиден 
миелом – с транслокации, засягащи локуса на тежките вериги на имуноглобулините на 
хромозома 14q32 - t(4;14)(p16;q32), t(6;14)(p21;q32), t(11;14)(q13;q32), t(14;16)(q32;q23), 
t(14;20)(q32;q12) и др., и (2) хипердиплоиден миелом – с тризомии, засягащи по пра-
вило нечетни хромозоми 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 и 21. Всички тези аномалии се смятат като 
инициращи и са в основата на патогенезата на болестта. Разграничават се също така 
и редица аномалии, за които се смята, че са свързани с прогресията – монозомия 13, 
делеции, засягащи хромозоми 1p, 11q22, 17p, 14q32, 16q, амплификация на 1q21 и др.2.

По правило t(4;14)(p16;q32) е криптична аномалия, неустановима чрез конвенционален 
цитогенетичен анализ, заемаща второ място по честота след t(11;14). Транслокация-
та се среща при плазмоклетъчни неоплазии – плазмоклетъчна левкемия, ММ и мо-

ноклонална гамопатия с неизяснена значимост [monoclonal gammopathy of unknown 
significance, MGUS], като честота ѝ при ММ е около 15%, често в съчетание с -13/13q-. 
Счупването на хромозома 4р16.3 се разполага в област с големина 110 кб, разположена 
между гените ММSET (центромерно) и FGFR3 (теломерно).  Счупването в хромозома 
14q32 е разположено в областта на превключване (“switch”) на тежките вериги на иму-
ноглобулините, като се разграничават две форми на фузии – при едната FGFR3-генът 
попада под контрола на Еа енхансера на Ig гена на хромозома der(14), а при другата 
– MMSET-генът попада под контрола на Еu енхансера на der(14). Крайният резултат 
е дерегулиране на експресията на двата гена и формиране на IgH-MMSET фузионни 
транскрипти, които могат да бъдат доказани чрез полимеразно-верижна реакция след 
обратна транскрипция [Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)]. Ак-
тивирането и свърехекспресията на FGFR3 предоставя онкогенни стимули, водещи до 
засилена клетъчна пролиферация и удължена клетъчна преживяемост. Функционални-
те последствия от дерегулацията на MMSET-гена не са добре проучени.3 

По правило t(6;14)(p21.1;q32.3) се доказва основно (около 4%) при ММ/плазмоклетъч-
на левкемия, но се среща и при дифузен В-едроклетъчен лимфом и маргинално-зонов 
В-клетъчен лимфом. Счупването на хромозома 6p21.1 се разполага центромерно на 
CCND3-гена, а това на 14q32.3 – в областта на превключване (“switch”) на тежките ве-
риги на имуноглобулините, в резултат на което настъпва дерегулация и свръхекспре-
сия на CCND3-гена на der(14).4

По правило Del(17p13) се доказва при напреднали стадии на болестта. Моноалелни деле-
ции на хромозома 17p13, където е разположен локуса на TP53-гена, се срещат при около 
10% от нелекуваните пациенти с ММ, като честотата нараства значимо до 35-75% при 
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плазмоклетъчна левкемия. Аномалията проявава изразена асоциация с отговора към ле-
чение и цялостната прогноза, като се смята, че основният механизъм, чрез който се опо-
средства неблагоприятното прогностично значение на del(17p), e загуба на TP53-гена.5 
Според някои автори в 37% от пациентите с del(17p) се доказват в допълнение и мутации 
в TP53, липсващи при пациенти, при които делецията отсъства.6 Според други около 
40% от пациентите с TP53-мутации са отрицателни за del(17p).5 Общо инактивиране на 
TP53 в резултат на делеция и/или мутация се среща в 7% от ММ, 37.5% от първичната 
плазмоклетъчна левкемия и 44% от вторичните плазмоклетъчни левкемии, от които би-
алелното инактивиране на гена се среща съотв. в 0.8%, 16.7% и 22.2% от случаите.5

Аналитични методи за изследване. Конвенционалният цитогенетичен анализ не е 
от най-информативните подходи за изследване на хромозомни аберации при ММ.7 
Приложимостта на метода се ограничава от ниския пролиферативен индекс на ма-
лигнените клетки и наличието на криптични аберации, както и от често ниския про-
цент на инфилтрация с плазмоцити на костния мозък, поради което използването му 
е възможно само когато този процент е > 15-30%.8 Поради тези причини предпочитан 
подход за доказване на клинично значими хромозомни аномалии е флоуресцентната 
in situ хибридизация (FISH), която e включена в задължителния набор от диагностични 
изследвания при новодиагностицирани пациенти с ММ. За постигане на оптимална 
ефективност се препоръчва материалът за изследване да бъде от първото теглене на 
аспирата, плазмоцитите да са CD138-селектирани или маркирани за цитоплазмени 
леки вериги на имуноглобулини, анализът да бъде направен върху не по-малко от 
100 плазмоцита.9 Изследването следва да се провежда и при всички болни с рецидив, 
тъй като е възможно поява на нови аномалии10, 11, както и изчезване на съществуващи 
към момента на диагнозата, както се съобщава и по отношение на t(4;14)(p16;q32)12. 

За доказване на t(4;14)(p16;q32) може да се използва и полимеразно-верижна реакция 
[Polymerase Chain Reaction, PCR].3

От трите аномалии в актуалните препоръки, разработени от експерти в областта, само 
t(4;14)(p16;q32) и del(17p13) са включени в задължителния набор от диагностични из-
следвания чрез FISH, който, освен тях, може да включва и del(13q), t(11;14), t(14;16), 
del(1p) и амплификация на 1q21. Изследването на t(6;14)(p21;q32) не е задължителен 
елемент на този панел.12-14 

Доказателства за предиктивно значение. Хромозомните аномалии са едни от 
най-важните прогностични фактори при ММ. Някои от тях, като t(4;14)(p16;q32), 
del(17p13) и др., са включени в Ревизираната международна стадираща система 
[Revised International Staging System, R-ISS]15. По правило t(6;14)(p21;q32) е асоциирана 
при тлеещ (smoldering) миелом със стандартен риск и медианно време до прогресия от 
5 години. При пациенти с ММ t(6;14)(p21;q32) дефинира група със стандартен риск и 
относително благоприятна прогноза с медианна обща преживяемост от 7-10 години.16 
От друга страна, t(4;14)(p16;q32) е асоциирана при тлеещ (smoldering) миелом с висок 
риск и медианно време до прогресия от 2 години.16 Въз основа на мета анализ, обхва-
щащ 10 276 болни с ММ, се доказва, че пациенти, носещи аномалията, имат неблаго-
приятна прогноза с кратка обща преживямост (ОП) и преживяемост без прогресия 
(ПБП).17 Смята се, че прогностичната значимост на t(4;14) е по-изразена при новоди-
агностицирани пациенти, отколкото при тези с рецидив или рефрактерна болест, като 
от значение за прогнозата е и наличие на други допълнителни аномалии. Например 
наличието на del(1p32), del(22q) и > 30 хромозомни структурни нарушения повлиява в 
неблагоприятна насока ПБП. По отношение на ОП del(13q14), del(1p32), както и броят 
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на хромозомни структурни промени влошават прогнозата.18 През последните години 
t(4;14) се асоциира с интермедиерна прогноза19, 20 и медианна ОП от 5 години16, което 
вероятно е свързано с вариации в използваните терапевтични протоколи20. 

От друга страна, del(17p13) е асоциирана при тлеещ (smoldering) миелом с висок риск 
и медианно време до прогресия от 2 години.16 При ММ аномалията дефинира група 
с висок риск17 с медианна обща преживяемост от 3 години16. Редица допълнителни 
хромозомни аномалии могат да модулират прогностичната значимост на ано-
малията. Например del(6q) допълнително влошава прогнозата, докато +15 и -14 имат 
протективен ефект върху ПБП. По отношение на ОП del(1p32) влошава прогнозата, 
докато наличието на > 8 бройни аберации има протективно действие.18

Пациенти с t(6;14)(p21;q32), аналогично на всички останали в групата със стандартен 
риск, отговарят добре на рутинно използваните протоколи, като се препоръчва начално 
лечение с lenalidomide/dexamethasone или с cyclophosphamide/bortezomib/dexamethasone, 
последвано от автоложна трансплантация на хемопоетични стволови клетки (АТХСК). 
При пациенти, при които не може да се проведе трансплантация, се препоръчва комби-
нации от melphalan/prednisone/thalidomide или lenalidomide/dexamethasone.19

Пациенти с t(4;14) и del(17p) не отговарят добре на протоколи, включващи химиоте-
рапия и трансплантация на хемопоетични стволови клетки. Прилагането на протоко-

ли, включващи имуномодулатори и протеозомни инхибитори, подобряват в известна 
степен прогнозата при пациенти с t(4;14), докато при тези с del(17p) ефективността е 
значително по-слабо изразена.16, 21 Лечение с thalidomide не променя неблагоприятна-
та прогноза при пациенти с t(4;14) и del(17)/del(17p).21 Bortezomib отчасти преодоля-
ва неблагоприятната прогноза на t(4;14), като вероятно има ефект и при пациенти с 
del(17p). При пациенти, които не са подходящи за АТХСК, използването на  melphalan/
prednisone + bortezomib (VMP) може частично да повлияе продължителността на 
ПБП.13, 19, 21 При пациенти, подходящи за АТХСК, lenalidomide отчасти подобрява не-
благоприятния ефект на t(4;14) и del(17p) по отношение на ПБП, но не и ОП.13, 19 При 
пациенти, които нe са подходящи за АТХСК, липсват данни, които да променят прог-
нозата. Потенциална ефективност се съобщава за рomalidomide с dexamethasone при 
рецидивирал/рефрактерен ММ с del(17p).21 Използването на комбинация от протеазо-
мен инхибитор с lenalidomide и dexamethasone в значителна степен повлиява неблаго-
приятния ефект на t(4;14) и del(17p) по отношение на ПБП.13, 19 Някои предварителни 
данни очертават ефективността на carfilzomib с lenalidomide и dexamethasone.21 Висо-
кодозовота терапия и АТХСК е стандартен подход за новодиагностициран ММ, при 
който може да се извърши трансплантация, вкл. и при този с (4;14) и del(17p), като 
ефектът е особено добър при двойна АТХСК, дори и в случаи с едновременно носител-
ство и на двете аномалии.21, 22 Счита се, че алогенната ТХСК или тандемната ало/авто 
ТХСК може да подобри ПБП при тези пациенти.21

A  � Изследване на t(4;14)(p16;q32) и del(17p13) се препоръчва като задължителен елемент от диагностичния панел при новодиагностицирани пациенти с 
плазмоклетъчен миелом. Изследване на t(6;14)(p21;q32) не е задължително.
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3.4. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ЛИМФОМ НА HODGKIN
3.4.1. CD30-експресия 

Маргарита Генова, Георги Балаценко

Молекулярна биология. Маркерът CD30 е член на суперсемейството на рецептора 
на тумор-некротизиращия фактор (TNF-R). Неопластичните клетки на Hodgkin-Reed-
Sternberg (HRS) при лимфом на Hodgkin се характеризират със силна експресия на ан-
тигена, в резултат на което се осъществява CD30-медиирана активация на NF-кВ.1, 2 
Моделът на имунореактивност за CD30 е предимно мембранeн и/или в зоната на Golgi. 
Moлекулата може да се освобождава от клетъчната мембрана в разтворима форма в 
телесните течности и да се установи в серум (sCD30).3 По правило CD30 има ограни-
чена експресия в нормални тъкани – върху активирани Т- и В-клетки, което прави 
молекулата оптимална мишена за селективно елиминиране на CD30-експресиращи 
неопластични клетки чрез специфични моноклонални антитела.4

През 2011 г. Американската Агенция за храни и лекарства (FDA) и Eвропейската ле-
карствена агенция (ЕМА) регистрират brentuximab vedotin за лечение на рецидиви-
рал лимфом на Hodgkin. Медикаментът се състои от химерно моноклонално антитяло 
brentuximab (cAC10), насочено към мембранния протеин CD30 и свързано с антими-
тотичен агент monomethyl auristatin E (MMAE) – vedotin по начин, който не позволява 
при физиологични условия лекарството да се отделя лесно от антитялото. По този на-
чин се предотвратява токсична увреда на здрави клетки и се осигурява ефективна доза. 
Връзката между антитяло и токсин е пептидна, което улеснява бързо и ефективно отде-
ляне на активна субстанция вътре в прицелната туморна клетка, след като антитялото 
cAC10 се свърже с CD30 предимно върху малигнени и рядко върху нормални клетки. 

След свързане brentuximab vedotin се интернализира чрез ендоцитоза и по този начин 
селективно поразява таргетните клетки. Везикулите, съдържащи медикамента, се сли-
ват с лизозомите, където протеази разграждат пептидната връзка и ММАЕ се осво-
бождава директно в тумора.5

Аналитични методи за изследване. Откриване на CD30 може да се осъществи чрез 
три метода, използвани самостоятелно или в комбинация: имунохистохимия (ИХХ), 
флоуцитометрия и ензим-свързан имуносорбентен анализ (ELISA) (в случай на раз-
творим CD30).6 Имунохистохимичното изследване на имунофенотипа на HRS, вклю-
чително и на CD30, е задължителен компонент в диагностичния процес на лимфом 
на Hodgkin. Методът е широко достъпен, относително евтин, позволява маркиране на 
архивни проби. Най-често се използва клон Ber-H2 на CD30-моноклонално антитяло, 
който се отличава с висока специфичност при изследване на биопсични материали, 
фиксирани във формалин и включени в парафин.7 Клоновете 1G12, 15B3, CON6D/ B5 
и JCM182 също дават възпроизводими резултати.8 Прилагане на компютър-асистиран 
анализ на ИХХ-препарати чрез пиксел-базирана софтуерна обработка или мултиспек-
трални изображения (MSI) дава възможност за по-висока чувствителност при иденти-
фициране на положително маркирани клетки.9, 10

Флоуцитометрията е мощен аналитичен инструмент за анализ на хетерогенни клетъчни 
популации с едно особено предимство, че подлежи в голяма степен на стандартизация. 
В допълнение, методът открива и слабо изразени антигени на клетъчната повърхност. 
Основни недостатъци са свързани с необходимост от свежа тъкан, каквато рядко е на 
разположение към момента на диагноза, необходимост от специализирано оборудване, 
по-висока цена и невъзможност за оценка на пространствено разположение на изслед-
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ваните клетъчни компоненти. Методът има ограничено приложение при лимфом на 
Hodgkin, независимо от отделни съобщения за разработване на многоцветни подходи.11

Методът ELISA е количествено определяне на серумни нива на разтворим CD30.12

Доказателства за предиктивно значение. Имунофенотипното изследване на CD30 
чрез ИХХ е задължителен компонент от диагностичния процес на лимфом на Hodgkin. 
Установяването му е основна предпоставка за прилагане на анти-CD30-моноклонално 
антитяло (brentuximab vedotin), което достоверно подобрява терапевтичния отговор 
при рецидиви.13, 14 Допълнителното определяне на положително маркирани чрез ИХХ 

клетки (процент от общ клетъчен състав или от туморни клетки) не показва корела-
ция с отговор към brentuximab vedotin, дори и след повишаване на прецизността чрез 
компютър-асистирани методи. Наблюдавана е известна тенденция за по-добър тера-
певтичен отговор в случаи с по-силно оцветяване, без да е потвърдена статистически.15 
От друга страна, проучвания при CD30+ кожни лимфоми и дифузен В-едроклетъчен 
лимфом установяват по-високи серумни нива на разтворим CD30 при пациенти с по-
добър отговор към brentuximab.16 In vitro проучвания демонстрират загуба на CD30-
експресия като възможен механизъм за резистентност към brentuximab vedotin, което 
не е потвърдено при пациенти.17

A

 � Имунофенотипно изследване на CD30 се препоръчва като задължителен компонент от диагностичния панел при суспектен лимфом на Hodgkin както 
при новодиагностицирани пациенти, така и при рецидив и/или прогресия.

 � При лимфом на Hodgkin се препоръчва изследване на CD30 чрез имунохистохимия. Флоуцитометрично изследване не се препоръчва. 
 � При установена експресия на CD30 при лимфом на Hodgkin се препоръчва прилагане на анти-CD30 моноклонално антитяло (brentuximab vedotin) след 
неуспех на автоложна трансплантация на хемопоетични стволови клетки или след неуспех на най-малко две предходни схеми на полихимиотерапия при 
пациенти, които не са кандидати за трансплантация на стволови клетки.

 � При всички пациенти със съмнение за лимфом и/или рецидив задължително се прилага интегриран диагностичен подход, включващ репрезентативна 
биопсия от лимфен възел (или друга тъкан) в съчетание с имунофенотипизация.

 � Необходимо е прилагане на достатъчно широк панел, който да позволява идентифициране на имунофенотипна констелация на лимфом на Hodgkin 
според класификацията на Световната здравна организация (4-та ревизирана версия, 2016).
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3.4.2. PD-L1/PD-1-eкспресия 
Маргарита Генова, Георги Балаценко

Молекулярна биология. CD279, познат като протеин на програмираната клетъчна 
смърт-1 (PD-1), принадлежи към суперсемейството на имуноглобулините и предста-
влява рецептор на клетъчната повърхност, който играе важна роля в подтискане на 
имунната система и подпомага толеранса към собствени структури посредством под-
тискане на възпалителната активност на Т-клетките. Кодира се от PDCD1-гена. Екс-
пресира се върху Т-клетки и про-В-клетки, свързвайки два лиганда – PD-L1 и PD-L2. 
Първият, PD-1, представлява т.нар. имунна контролна точка (чекпоинт) и предпазва от 
възникване на автоимунитет чрез двоен механизъм. От една страна, повишава апоп-
тозата (т.нар. програмирана клетъчна смърт) в антиген-специфични Т-клетки в лимф-
ните възли, като в същото време води до намаляване на апоптозата в регулаторните 
Т-клетки.1-3 От друга страна, CD274 e лиганд на програмирана смърт-1 (PD-L1), сино-
ним на В7-Н1, и представлява трансмембранен протеин, който се експресира върху 
широк спектър от клетъчни видове, включително върху антиген-представящи клетки, 
основно дендритни клетки и макрофаги в сърце, бял дроб и др. Свързването на PD-1 
и PD-L1 предава инхибиторен сигнал, в резултат на който намалява пролиферация-
та и индуцира апоптоза на автореактивни CD8+ Т-клетки и/или CD4+ хелпери като 
осигурява имунен толеранс. Повишена експресия на PD-L1-протеин се установява при 
редица малигнени болести, като се смята, че играе важна роля за подтискане на про-
тивотуморния имунитет.4, 5

Лимфомътна Hodgkin е лимфоидна неоплазия, характеризираща се с малко на брой 
злокачествени клетки на Hodgkin-Reed-Sternberg (HRS), заобиколени от обилен, но 

неефективен реактивен имунен инфилтрат. Туморните клетки активно избягват иму-
ния надзор и този процес играе централна роля в прогресията на тумора. Генетичните 
промени в 9p24.1-локуса на 9-та хромозома, свързани с повишена експресия на PD-L1 
посредством JAK-STAT-сигналния път, вероятно са определящ фактор за този биоло-
гичен феномен, за възникване и развитие на болестта.6, 7 Имунохистохимично (ИХХ) 
повишена експресия в ≥ 5% от туморните клетки се установява в 71-97% от случаите с 
класически лимфом на Hodgkinи и в 54% с нодуларен вариант с лимфоцитно преобла-
даване.8 При пациенти без промяна в броя на 9p24.1-копия повишената експресия на 
PD-L1 все още може да се дължи на инфекция с Еpstein-Barr virus (EBV).9

Наблюдения върху противотуморния имунитет дават основания на опити за възста-
новяване на антитуморната активност на цитотоксичните Т-клетки чрез намеса в PD-
1-оста посредством използване на анти-PD-1- и анти-PDL-1-моноклонални антитела 
при редица злокачествени тумори, включително и лимфом на Hodgkin.10, 11

Аналитични методи за изследване. В клинични проучвания експресията на PD-L1 е 
определяна с ИХХ върху хистологични срезове от фиксирани във формалин и включе-
ни в парафин биопсични тъкани. За положителен резултат се приема наличие на ≥ 1% 
клетки на Hodgkin-Reed-Sternberg и варианти с поне частично мембранно оцветяване 
със средна или силна интензивност. Методът дава възможност за оценка на интензив-
ност на маркиране (по скала от 0 до 3), определяне на процент мембранно маркирани 
туморни клетки (в четири категории: 0%, 0-50%, 50-100% или 100%) и полуколичест-
вена оценка на маркирани хистиоцити (по скала от 0-3).13, 17 Имунохистохимичното 
идентифициране на PD-1-положително имуномаркирани клетки от микросредата не 
е патогномоничен белег на лимфом на Hodgkin, но установяването на розетки от поло-
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жително маркирани лимфоцити около туморните клетки е характерна находка за ноду-
ларния вариант с лимфоцитно преобладаване и подкрепя диференциалната диагноза с 
други неходжкинови лимфоми.18

Абнормно повишената експресия на CD274(PD-L1)/CD279(PD-1) се дължи на подле-
жащо генетично нарушение в 9p24.1-локуса в значителната част от случаите, но основ-
ното методологично ограничение за идентифицирането му е изключително малкият 
дял на туморни клетки. Разработени са in situ хибридизационни подходи за идентифи-
циране на 9p24.1/PD-L1/PD-L2 нарушения, включително и полизомии, по-висок брой 
копия, амплификации и транслокации.7

Доказателства за предиктивно значение. Високият процент на отговор към медика-
ментозно блокиране на PD-1 при класически лимфом на Hodgkin подкрепя хипотезата, 
че за своето оцеляване болестта е силно зависима от РD-1-пътя. Генетично дефини-
раната чувствителност към PD-1-инхибитори, свързана с промени в 9p24.1-локуса на 
9-та хромозома в значителната част от пациентите, отличава лимфома на Hodgkin от 
другите солидни тумори и злокачествени хематологични болести, както и обяснява 
защо терапевтичният резултат е по-висок в сравнение с всяко едно от тях.

Имунохистохимичното изследване идентифицира PD-1 като независим неблагоприятен 
прогностичен фактор по отношение на обща преживяемост (ОП).19, 20 Идентифициране-
то на PD-L1-експресия в клетките на туморната микросреда безспорно идентифицират 
пациенти, за които се очаква положителен терапевтичен резултат от прилагане на чекпо-
инт-инхибитори, но изследването на експресията нито гарантира сигурен резултат, нито 
изключва възможност за успешно лечение при отрицателно маркиране.21, 22

На 17 май 2016 г. Американската Агенция за храни и лекарства (FDA) дава ускоре-
но одобрение за приложението на анти-PD-1-инхибитора nivolumab за лечение на 
пациенти с класически лимфом на Hodgkin с рецидив или прогресия след автолож-
на трансплантация на хематопоетични стволови клетки (ТХПСК) и brentuximab 
vedotin, приложен посттрансплантационно. Приложението на nivolumab във фаза I 
(NCT01592370) и фаза II (NCT02181738) проучвания води до постигане на обекти-
вен терапевтичен отговор съотв. в 87% и в 66%, от които частична ремисия се ре-
гистрира в 58% и пълна ремисия – в 7%, със средна продължителност 8.7 месеца. 
Категоризиран като „пробив в терапията“, nivolumab е първият одобрен чекпоинт-
инхибитор в хематологията.12-14 На 14 март 2017 FDA дава ускорено одобрение за 
приложение и на анти-PD-1-моноклонално антитяло pembrolizumab за възрастни и 
деца с рефрактерен класически лимфом на Hodgkin или при рецидив след три или 
повече предходни линии терапия. Одобрението се базира на данни от многоцентро-
во нерандомизирано отворено клинично изпитване (NCT02453594) при пациенти с 
рефрактерна болест или рецидив след автоложна ТХПСК и/или brentuximab vedotin, 
като са получили средно четири пердходни линии системна терапия. Постигнат е 
обективен терапевтичен отговор в 69%, от които частичен отговор – в 47%, пълен 
– в 22%, със средна продължителност на отговора от 11.1 месеца.15, 16 Към момента 
са в ход и други фаза I и фаза II клинични проучвания при класически лимфом на 
Hodgkin, при който nivolumab се прилага в комбинация с brentuximab, ipilimumab и 
ibrutinib (NCT02572167, NCT01896999, NCT02940301), заедно с епигенетични моду-
латори. Терапевтичната ефективност на pembrolizumab се тества в директна съпос-
тавка с brentuximab (NCT02684292).11
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Класическият лимфом на Hodgkin е болест, силно зависима за своето оцеляване от РD-1-пътя поради висока честота на генетични промени в 9p24.1-
локуса на 9-та хромозома, което обуслява по-висок процент на терапевтичен отговор към PD-1-инхибитори.
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3.4.3. Междинна ПЕТ-2 (iPET-2) 
Павел Бочев, Ирена Костадинова

Метаболитни принципи и биология. Позитронноемисионната томография, комбини-
рана с компютър-томография (ПЕТ/КТ) и маркирана с 18F-глюкоза-(FDG), е утвърден 
метод в съвременната онкология със специфични показания според произхода и хисто-
логията на съответната болест. Полученият хибриден образ е функционално-морфоло-
гичен и представлява карта на глюкозния метаболизъм, който е повишен при повечето 
малигнени тумори; така е възможна ранната им детекция и оценка на биологичната им 
активност. Освен при тумори, FDG ПЕТ/КТ може да се позитивира и при инфламаторни 
промени и бенигнени процеси/тумори с повишена глюкозна утилизация; в този смисъл 
методът не е строго специфичен за визуализация само на онкологични болести. В по-
следните години прийомът се наложи като маркер за оценка на терапевтичен отговор 
в рамките на системно лечение, като опит да се предвиди морфологичната промяна и 
отговорът към лечение в съвсем ранен метаболитен стадий при някои видове тумори. 
При солидни тумори ролята на метода като маркер за ранен терапевтичен отговор е 
най-малко дискутабилна, но при лимфоми, в частност – при лимфом на Hodgkin (ЛХ) и 
донякъде при дифузен В-едроклетъчен лимфом (DLBCL), предизвика истинска промяна 
в парадигмата при ранна оценка на терапевтичен отговор до степен, че към момента е 
средство на избор за ранна предикция към отговора на терапия (т.нар. Interim PET, iPET). 

Лимфомът на Hodgkin е един от най-категоричните примери за успех на съвременната 
системна терапия в онкологията. Болестта като цяло е с добра прогноза и сравнително 
индолентен ход, като след лечение с първа линия химиотерапия (ХТ) ABVD (adriamycin, 
bleomycin, vinblastine, dacarbasine) петгодишната преживяемост е над 90%.1 Уникална 

особеност на ЛХ е фактът, че малигнената клетъча популация, представена от клетки на 
Hodgkin-Reed-Sternberg, е много малка част (на практика 1%) от това, което се презентира 
като малигнена формация или малигнено ангажиран лимфен възел. Основна роля в хис-
тологичната структура и биологията на тумора играе немалигнената клетъчна попула-
ция, представена от мононуклеарни клетки, която се явява пазител на туморните клетки 
и в рамките на сложна система от хемокинни и цитокинни взаимодействия на практика 
превръща неопластичните клетки в безсмъртни.1, 2 Ненеопластичните клетъчни попула-
ции структурират микросреда, която протектира тумора. Особеното в приложението 
на FDG ПЕТ/КТ при ЛХ, което позволява ранен терапевтичен отговор и го отличава от 
приложението му при всички други тумори, е това, че in vivo детектираната активност 
не е функция на неопластични, а на инфламаторни клетки на микросредата, които се 
характеризират с изключително висока метаболитна активност.1, 4 

Kато най-оптимален и широко приет интервал за ранна оценка на терапевтичeн отго-
вор се счита времето между втори и трети курс ABVD (iPET2), но съществуват данни, 
че негативирането на FDG ПЕТ/КТ-образа при отговарящи на ХТ пациенти може да 
се предиктира още след първи курс и дори 7 дни след стартиране на ХТ.5, 6 Уникалният 
механизъм за оценка на терапевтичния отгово отразява прекратяване на инфлама-
торната каскада и деактивиране на клетките от микросредата като най ранен белег за 
терапeвтично въздействие върху тумора. В този смисъл механизмът на предикция с 
FDG ПЕТ/КТ при БХ е индиректен и отразява прекъсване на връзката между туморна 
клетка и протектиращи я клетки на микросредата. 

За разлика от ХЛ, при DLBCL активността от FDG ПЕТ/КТ е пряка функция на ви-
талния туморен обем и резултатите от оценката на ранния терапевтичен отговор не 
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са така впечатляващи. В този случай сензитивността на метаболитното сканиране се 
базира на екстремно висока метаболитна активност при този тип лимфоми. При всич-
ки останали типове, извън ЛХ и DLBCL, iPET2 не е категоричен предиктор за терапев-
тичен отговор и приложението му за тази индикация, особено като база за промяна в 
провеждано лечение, следва да се обсъжда много внимателно.

Индикации и доказателства за предиктивно значение. В литературните данни FDG 
ПЕТ/КТ при ЛХ се определя като най-мощен предиктор на преживяемост без прогре-
сия (ПБП) и обща преживяемост (ОП), особено при пациенти с висок начален стадии, 
значително надвишаващ претерапевтичната оценка по т.нар. International Prognostic 
index (IPI).7, 9 В метаанализ на общо 13 проучвания Terasawa et al. демонстрират, че ПББ 
при iРЕТ2-негативни е значително по-дълга срещу iРЕТ2-позитивни пациенти, което 
е свързано и със значително по-добра ОП. Неуспех на лечението при iРЕТ2-негативни 
случаи авторите отчитат в диапазон от 12-30%, сравнено с впечатляващите 90-95% при 
iРЕТ2-позитивни.10 В по-скорошен метаанализ Adams et al. обаче поставят под въпрос 
безусловната тежест на iРЕТ2, като демонстрират сравнително по-ниска негативна 
предсказваща стойност от отчетеното в предишния метаанализ, но отново при висо-
ка позитивна предсказваща стойност. Основният извод е нуждата от допълнителна 
оценка на риска при iРЕТ2-негативни пациенти, която да посочи малка субгрупа на 
рецидивиращи iРЕТ2-негативни. Докато в субгрупата с висок начален стадии III и IV 
прогнозата корелира строго с резултатите от iРЕТ2, не така ясна е прогностичната ѝ 
стойност при нисък начален стадии (и non-bulcky disease), където петгодишната ПБП 
е висока и при iРЕТ-позитивни, и при iРЕТ-негативни пациенти: 98% срещу 84% при 
Deauville score (DS) > 3 и 98% срещу 79% при DS > 4-5. Последното, разбира се, е свър-
зано с благоприятния ход на болестта при тези субгрупи.12

Съществен момент в ранната оценка са критериите за отговор. Оценката на терапев-
тичния отговор еволюира през подследните години, като от препоръки, базирани из-
цяло на КТ13, се премина към първично инкорпориране на FDG ПЕТ/КТ в т.нар. крите-
рии на International Harmonization Project (IHP)14-15, приемащи медиастиналния кръвен 
пул като референтна активност, за да се достигне до т.нар. критерии на Deauville16 (пет-
степенна скала, представена на Табл. 1). Последните бяха допълнително въведени и за 
цялостна оценка при лимфоми в т.нар. Луганска класификация17, която за момента е 
стандарт в оценката на терапевтичния отговор при лимфоми. Оценката, макар и оп-
ростена, изисква специализирана подготовка на разчитащия, което е демонстрирано 
в поданализ към проучване RATHL.21 Полуколичественна оценка по стандартизирано 
отношение на натрупване (SUV) на този етап не се препоръчва при ЛХ, въпреки че 
съществуват софтуерни пакети, подпомагащи визуалната оценка върху нея.

Въз основа на така валидираните критерии за оценка са проведени редица проучвания, 
целящи интензификация или деинтензификация на лечението при ЛХ (iPЕТ-адаптира-
ни стратегии). В проучване RAPID е тестван особено щадящ режим на приключване 
на лечението само след 3 курса ABVD при iРЕТ-негативни пациенти, сравнено с ABVD 
плюс лъчелечение. Въпреки че проучването не постига началната си цел, интерес пред-
ставлява дългосрочното проследяване на ОП, която е по-продължителна при необлъч-
вани пациенти.18 Характерна особеност е снижениета на границата за iРЕТ-позитив-
ност до Deauville score 3 , когато начална цел е деескалация на терапията. Към момента 
някои експертни бордове, напр. NCCN, приемат деинтензификацията по протокола 
на RAPID за допустима алтернатива при пациенти с нисък начален стадии и липса на 
неблагоприятни фактори. Друго рандомизирано проучване (H10) тества алтернативни 
режими със или без лъчелечение на база iРЕТ2, но резултатите са в полза на лъчеле-
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чение, специално при iРЕТ-негативна група.19 В поданализ на същото проучване обаче 
при iРЕТ-позитивни пацианти е въведена ескалация към BEACOPP, което резулти-
ра във впечатляващо повишение на ПБП.20 В друго рандомизирано проучване с FDG 
ПЕТ/КТ-адаптирана стратегия (LYSA study group АHL2011) се постига деескалация от 
BEACOPP към ABVD на база на iPET2 без разлики в показателите на двете групи.22

За разлика от оценката при начално лечение по протокол ABVD, при алтернативни 
протоколи от първа линия, каквито са режими Stanford V и екалиран BEACOPP, ранна-

та оценка всъщност е оценка на лечение след приключване на ХТ и методът се използ-
ва за селекция на кандидати за лъчелечение и дефиниране на пациентите с рефрактер-
на болест.23-24

В заключение, провеждането на iPET2 позволява FDG ПЕТ/КТ-адаптирана лечебна 
стратегия, която обаче следва да се базира не само на резултати от самото сканиране, 
но и на претерапевтично определяне на риска и съобразяване с особеностите и стади-
рането на конкретния случаи.

A FDG ПЕТ/КТ се препоръчва като предиктивен маркер за ефект от първа линия химиотерапия при лимфом на Hodgkin след първите два терапевтични кур-
са по протокол ABVD (iPET2) с последващо обсъждане за модификация на терапевтичния режим, базирана на междинна ПЕТ/КТ-оценка.

B

 � Междинна ПЕТ/КТ-оценка при лимфом на Hodgkin се извършва задължително по визуална петстепенна скала (Deauville criteria/Deauville score) с 
дефиниране на пациенти с различна степен на отговор към лечение. 

 � Препоръчва се дефинирането на iPET2 като позитивен или негативен да се извършва според намеренията за модификация (деескалация/
деинтензификация или ескалация/интензификация ± лъчелечение) на терапията (Deauville score 3  да се счита позитивен при намерение за деескалация).

 � FDG ПЕТ/КТ се препоръчва като предиктивен маркер за ефект от първа линия химиотерапия по протоколи, различни от ABVD (BEACOPP, Stanford 
V): (i) FDG ПЕТ/КТ се препоръчва за оценка на терапeвтичен отговор по протокол Stanford V след приключване на предвидения обем химиотерапия 
като селектор на кандидати за лъчелечение и дефиниране на пациенти с рефрактерна болест; (ii) FDG ПЕТ/КТ се препоръчва за оценка на терапевтичен 
отговор по протокол (e)BEACOPP след приключване на предвидения обем химиотерапия като селектор на кандидати за лъчелечение и дефиниране на 
пациенти с рефрактерна болест или след втори курс, когато се цели ранна деескалация към ABVD.

 � FDG ПЕТ/КТ се препоръчва като предиктивен маркер за ефект от химиотерапия при резистентен/рефрактерен лимфом на Hodgkin.

С При Deauville score 5 след лечение се препоръчва контролна биопсия за дефиниране на рефрактерна болест.
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 � При деца и подрастващи, както и при млади пациенти с астеничен хабитус, особено през есенно-зимeн сезон и пролет, преди провеждане на ПЕТ/КТ се 
препоръчват мероприятия за избягване на ефекта на активиране на кафявата мастна тъкан – топли дрехи, затоплено помещение, претретиране 
с бета-блокери.

 � При пациенти с диабет на инсулинолечение е от критично значение да се осигури минимален интервал от поне 4 часа след приложение на инсулина, 
защото хиперинсулинемията е почти единствен фактор, повлияващ чернодробната активност, която пък е основен критерий за оценка по Deauville.

 � Оценка iPET2 е уместно да се проведе непосредсвено преди следващ планиран терапевтичен курс.
 � При оценка по Deauville-критерии се допуска сравнение на образи, проведени на различни апарати, с различна активност на радиофармацевтик и 
различно време на натрупване.  

 � Не се препоръчва използване на количествения параметър SUV за оценка на терапевтичен отговор при лимфом на Hodgkin, тъй като няма доказано 
сигурно прогностично и предиктивно значение.

 � При лимфом на Hodgkin с ниска начална утилизация на FDG (изключително рядко, основно при вариант с лимфоцитно предоминиране) оценката по 
Deauville следва да се индивидуализира и да се корелира с данните от компютър-томография.

 � При негативна ПЕТ/КТ-находка за метаболитна активност на лимфом на Hodgkin след лечение и наличие на остатъчни компютър-томографски 
маси крайният резултат трябва да се счита като пълен терапевтичен отговор.

 � Наличие на ПЕТ/КТ-позитивни лезии с ниска вероятност за връзка с лимфопролиферативeн процес (например ПЕТ/КТ-позитивен тироиден нодул) 
следва да се отчитат като Deauville X, да се вписват в разчитането със съответни препоръки за уточнение или интерпретация, но да не се използват 
за дефиниране на ПЕТ/КТ-позитивност като самостоятелна находка.

 � Приложение на интравенозен контраст към компютър-томографско сканиране в рамките на ПЕТ/КТ не е задължително, но може да се счита за 
препоръчително, особено при обхващане на медиастинум.
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Таблица 1. Deauville-критерии за оценка на лимфом на Hodgkin при предикция на терапевтичeн отговоp. 

Deauville score Визуална оценка на РЕТ

1 Без активност

2 Активност ≤ медиастинум

3 Активност ≥ медиастинум ≤ черен дроб

4 Ативност, умерено повишена над чернодробна

5 Активност, силно повишена над чернодробна или нови лезии

X Новопоявила се активност в зони, необичайни за ангажиране от лимфом на Hodgkin
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