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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 АНАПЛАСТИЧЕН 
ОЛИГОДЕНДРОГЛИОМ
1.1.1. 1р/19q-коделеция

Радка Кънева, Борис Петров

Молекулярна биология. Коделеция на хромозомните рамене 1p/19q за първи път е от-
крита при олигодендроглиални тумори през 1994 г.1 Резултат е от небалансирана трансло-
кация между късо рамо на 1-ва хромозома и дълго рамо на 19-а хромозома t(1;19)(q10;p10), 
като получената дериватна хромозома е загубена.1 Глиоми с фронтален, окципитален и 
париетален произход имат по-голяма вероятност да носят тази коделеция. Хипотезата за 
центромерна нестабилност е в основата на много транслокации на цели хромозомни раме-
на, наблюдавани в солидни тумори.2, 3 Образуването им може да бъде провокирано от про-
мени в метилирането на ДНК-веригата и/или под действие на хистонови модификации.2

Коделецията на 1p/19q е молекулярно-генетичната характеристика на олигодендрог-
лиомите, обикновено включваща целите хромозомни рамена. Докато единичната загу-
ба на 19q се среща в астроцитоми, коделецията на 1p/19q (особено делеция, включваща 
целите рамене) се среща рядко при други глиоми, различни от олигодендроглиоми-
те. Комбинираната загуба на 1p/19q се открива в 50-80% от случаите, при които ди-
агнозата е олигодендроглиом: около 85% с нискостепенен олигодендроглиом и 65% с 

анапластичен олигодендроглиом имат едновременна загуба на 1p/19q хромозомните 
рамена.4 Честотата на коделецията 1p/19q е значително по-ниска (20-30%) при дифузни 
глиоми и глиоми с неизясена хистоморфология.1, 5, 6 Според Класификация на туморите 
на централна нервна система, 2016 World Health Organization (WHO), дефинитивната 
диагноза на олигодендроглиом степен II и III (анапластична) изисква доказване както 
на IDH-мутация, така и на 1p/19q-коделеция.7 Наличието на 1р/19q-коделеция е важен 
фактор, асоцииран с повишена преживяемост при пациенти с олигодендроглиални ту-
мори. Отношение към преживяемостта имат делеции на целите рамена на двете хро-
мозоми, а не частични делеции.8 Коделеция 1р/19q е свързана както с чувствителност 
към химиотерапия, така и с по-благоприятна прогноза.1, 9

Аналитични методи за изследване. Има различни методи за идентифициране на 
1p/19q-коделеция и все още липсва ясен консенсус за предпочитан метод за изследва-
не. Осъществява се върху туморни проби от парафинови блокчета. Хематоксилин-ео-
зиновите препарати се анализират от патолог. Статусът на 1р- и 19q-локусите може да 
се определи чрез FISH, LOH-анализ или array-CGH/SNP array, MLPA,  PCR.

Методът FISH (флуоресцентна in situ хибридизация) е надежден, лесен и сравнително 
евтин, способен да открие изменения в минимални количества туморни клетки. Двой-
но-флуоресцентно белязани ДНК-сонди (LSI 1p36/LSI 1q25 и LSI 19p13/LSI 19q13) се 
използват за откриване на 1p- и 19р-локуси в интерфазни ядра на отделни туморни 
клетки от срезове от FFPE-тъкани, залепени на неоцветени стъкла. Промени в броя на 
1p- и 19q-сигнали, сравнени с контролни сигнали, се използват за определяне на нали-
чието на 1р/19q-коделеция в 150-250 интерфазни ядра. Резултатите от FISH могат да 
бъдат представени като процент от туморни клетки с делеция или като съотношение 

1 ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ СОЛИДНИ МАЛИГНЕНИ 
ТУМОРИ
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на тестови спрямо контролни сигнали за всяка хромозома. Определят се граници за 
отчитане на наличието на делеция на 1p или 19q. Коделеция 1p/19q се съобщава при 
делеция едновременно на 1p и на 19q. Общият брой на сигнали се преброява средно 
в 200 клетки и се определя съотношение между сигнали в двете рамена на съответна 
хромозома. В нормални диплоидни ядра се установяват два червени и два зелени сиг-
нала. Съотношение 1р:1q (или 19р:19q) от 0.85-1.15 се счита за нормално, без делеция, а 
съотношение < 0.75 се определя като делеция. За полизомия се приема ако ≥ 30% от яд-
рата имат три или повече сигнала за 1q и 19р.10 Съществува голяма вариация между ла-
бораториите по отношение на излолзваните сонди 1p и 19q за FISH. Използват се както 
комерсиални, така и лабораторно приготвени FISH-сонди. Има вариации в определяне 
на приеманите граници, за да се определи наличие на делеция.11 Граничните резултати 
трябва да се повтарят с други  методи. Предвид клиничното значение на статуса за 
1p/19q-коделеция важно е да се стандартизират протоколите във и между лаборатори-
ите. The Research Committee of the European Confederation of Neuropathological Societies 
(Euro-CNS) публикува практически препоръки, за да се подпомогне FISH-базирания 
анализ на 1p/19q статус.12 С използване на FISH не е възможно да се отграничи дали 
става дума за делеции на цели хромозомни рамена, или на фокални делеции на 1p/19q. 
Това разграничение е важно, тъй като по-добра преживяемост и по-добро повлияване 
при терапия се свързват с цялостни коделеции на 1p/19q при олигодендроглиоми. 

Сравнителната геномна хибридизация (aCGH) и SNP-микрочипов анализ са способни 
да идентифицират с висока надеждност загубите както на цели, така и на части от ра-
мената на 1p и 19q, и когато са достъпни, е по-добе да бъдат предпочитани пред FISH. 
В сравнение с FISH тези техники изискват по-голям брой туморни клетки за изолиране 
на ДНК и са сравнително скъпи.11

Сравнителнатa геномна хибридизация (аCGH) е техника, която открива вариации в броя 
геномни копия с висока резолюция. Използва се ДНК, изолирана от туморна и контролна 
проба, които се бележат с различни флуоресцентни багрила, смесват се и хибридизират 
със стотици хиляди сонди, имобилизирани на твърда повърхност и покриващи целия ге-
ном. С високорезолютивни дигитални системи се сканира и обработва сигналът. Хибриди-
зационният сигнал на всяка позиция от генома е съотношение между флуоресценцията на 
проба и контрола. По този начин може да се определи точно броят копия във всеки локус 
от генома на пробата спрямо нормалния геном. Методът позволява да се откриват едно-
временно хромозомни анеуплоидии, делеции, дупликации и амплификации на всеки локус 
от генома, включен в микрочипа. Методът на SNP-микрочиповия анализ, освен промени в 
брой копия, дава информация и за загуба на хетерозиготност (LOH).12

Бърз и надежден метод за откриване на 1p/19q-коделеция е т.нар. мултиплексна ли-
ганд-зависима амплификация на пробите (MLPA). Това е PCR-базиран метод, при кой-
то се постига ендовременна амплификация на множество проби, покриващи изследва-
ния район, и откриване на вариации в броя копия според интензивността на сигнала на 
амплификация. Анализът на продуктите се извършва чрез капилярна електрофореза, 
софтуерна обработка и сравняване с профил на здрави контроли. Разработени са спе-
циални китове за анализ на 1p 19q-коделеция, паралелно с изследване за мутации в 
IDH1 I IDH2.

Друга използвана техника е PCR-анализ за LOH, използващ микросателитни ДНК-
повтори. Избират се микросателити, при които двата алела имат различен брой пов-
тори. След разделяне на PCR-продукти чрез електрофореза се сравняват профилите 
между тестова и контролна ДНК.13
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Доказателства за предиктивно значение. Алелната загуба на хромозомното рамо 1p 
или комбинираната загуба на 1p и 19р са добри предиктивни фактори за отговор към 
химиотерапия. Въпреки че механизмът, чрез който загубата на генетична информация 
в хромозомите води до химиочувствителност остава неясен, смята се че алелните загу-
би демаскират инактивирани тумор-супресорни гени, които се намират в оставащите 
алели.14 Едновременната загуба на 1p и 19q се асоциира с по-добра прогноза не само 
при олигодендроглиоми, но и при астроцитоми, въпреки че при тях това увреждане е 
по-рядко.10 Tумори с делеция на целите хромозомни рамена 1p и 19q се характеризи-
рат с по-добра прогноза от тези с частична загуба или без загуба на хромозомен ма-
териал.14 Коделецията 1p/19q е маркер, който дефинира определена група от глиомни 
тумори и е характерна за олигодендроглиомите.4, 14 На практика олигодендроглиомите 
имат едновременно 1p/19q-коделеция и мутации в IDH1 или IDH2.13, 15 Често заедно с 
делеции на 1p/19q се откриват мутации в промотора на TERT-гена, CIC и FUBP19, както 
и промоторно хиперметилиране на MGMT-гена.13, 15 С малки изключения 1p/19q-коде-
леция и мутации в TP53 и ATRX са взимно изключващи се, като и двете характеризират 
глиални тумори с астроцитомен произход. Ето защо изясняване на статуса на коде-
леция 1p/19q, заедно с IDH-мутационен статус и други молекулни маркери (ATRX- и 
TP53-статус), може да помогне, за да разграничат олигодендроглиоми, които са с IDH-
мутации и 1p/19q-коделеции, от тумори с астроцитомен произход, които са без 1p/19q-
коделеция.7, 16 От клинична гледна точка 1p/19q-коделетиралите олигодендроглиоми са 
предимно болест в зряла възраст, с пик между 40-60 години. Обичайно се срещат във 
фронталния лоб като някои тумори съдържат калцификати, наблюдавани при образни 
изследвания. Присъствието на 1p/19q-коделецията е силен независим прогностичен 
биомаркер, свързан с подобрена преживяемост както при дифузни нискостепенни, 

така и при анапластични тумори.13, 17-20 В голямо омикс- и клинично изследване, извър-
шено в рамките на The Cancer Genome Atlas Research Network (TCGA), пациенти с гли-
оми степен II/III с IDH-мутации и 1p/19q-коделеции имат средна обща преживяемост 
от 8 години срещу 6.3 години за пациенти с IDH-мутации без 1p/19q-коделеции и 1.7 
години при пациенти с “див” тип за IDH.13

1p/19q-коделеция като предиктивен биомаркер при глиом. Загубата на хромозом-
ното рамо 1p или комбинираната загуба на 1p/19р са добри предиктивни  фактори за 
отговора към химиотерапия. При продължително проследяване на две големи рандо-
мизирани контролирани проучвания, които сравняват химиотерапия с procarbazine/
lomustine/vincristine (PCV) в комбинация с лъчелечение срещу самостоятелно лъче-
лечение, се демонстрира по-добра преживяемост при първа линия химиотерапия и 
1p/19q-коделетирани олигоденроглиоми.21, 8 Продължителното проследяване и анализ 
в проучване EORTC 26951, което рандомизира 368 пациенти на лъчелечение или лъ-
челечение, последвано от PCV, показва, че средната обща преживяемост (ОП) при па-
циенти с 1p/19q-коделетирани тумори е 9.3 години за самостоятелно лъчелечение, но 
все още не е достигната при комбинирано лъчелечение и химиотерапия с PCV.21 При 
подобно изследване в клинично изпитване RTOG 9402, при което 289 пациенти полу-
чават лъчелечение или PCV, последвано от лъчелечение, средната ОП се удвоява от 7.3 
на 14.7 години при пациенти с 1p/19q-коделеция, получили лъчелечение и PCV.8 Ана-
логично във фаза III рандомизирано изследване RTOG 9802 пациенти с висок риск на 
олигодендроглиом степен II, по-млади от 40 години, претърпели субтотална резекция 
или биопсия, или пациенти над 40 годишни, получили лъчелечение плюс PCV, имат 
по-дълга ОП, сравнени с пациенти, третирани само с лъчелечение.22 При изследване 
на 204 пациенти с глиоми от българска популация e потвърдена ролята на 1p/19q-ко-
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делецията като независим прогностичен фактор при всички глиоми, без нискосте-
пенни, както и ролята му като предиктивен и прогностичен фактор при третиране с 
temozolomid и лъчелечение.24 Според Европейските препoръки 1p/19q-коделецията 
трябва да се изследва, за да се подпомогне диагностицирането на олигодендроглиоми, 
и като предиктивен маркер за чувствителност към химиотерапия.16, 23 На база на данни 

от клинични изследвания EORTC 26951 и RTOG 9402 пациентите с 1p/19q-коделеци-
ята и анапластични олигодендроглиални тумори не трябва да се третират само с лъче-
лечение, а да получават ранна химиотерапия с алкилиращи агенти плюс лъчелечение.23 
Подобен подход трябва да се обсъжда и в подгрупата с олигодендроглиом степен II.

А Препоръчва се изследване на 1p/19q-коделеция при всички тумори с олигодендроглиални характеристики за подпомагане на диагностиката и като прог-
ностичен и предиктивен биомаркер за чувствителност към химиотерапия. 

С
�� Препоръчвани методи за изследване на 1p/19q-коделеция са FISH, MLPA и aCGH.
�� Изследване за 1p/19q-коделеция се препоръчва за селекция на пациенти, показани за адювантно химиолечение с режим PCV (procarbazine, lomustine и 
vincristine) след лъчелечение.

�� Методът на хибридизация на двойно-флуоресцентно белязани ДНК-сонди (FISH) е добър скринингов метод за откриване на 1p/19q-коделеция.
�� За разграничаване на делеция на цяло рамо на хромозома 1p и 19q от по-малки делеции следва да се използват MLPA- и aCGH-методи.
�� Поради диагностична, прогностична и предиктивна стойност за адювантна терапия изследването на 1p/19q-коделеция и IDH1/2-мутации следва 
да се включи в рутинната клинична практика в момента на диагнозата за всички пациенти с олигодендроглиални първични мозъчни тумори.
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1.1.2. MGMT-метилиране
Радка Кънева, Борис Петров

Молекулярна биология. MGMT-генът е локализиран в хромозома 10q26 и кодира 
O6-метилгуанин метилтрансфераза – ензим, участващ в ДНК-репарацията.1 Алки-
лиращите химиотерапевтични лекарства са използвани в лечението на пациенти 
със злокачествени глиоми в продължение на много години. Temozolomide (TMZ) до-
бавя метилова група на О6-позиция в молекулата на нуклеотида гуанин, което води 
до ДНК-увреждане и клетъчна смърт. Активният MGMT осигурява поправката на 
алкилираните гуанинови остатъци в повредените ДНК-участъци, като необрати-
мо прехвърля метилова група от О6-позиция на модифицирания гуанин върху своя 
цистеинов остатък.2, 3 Когато е загубена функцията на MGMT, клетките имат намалена 
способност да поправят повреди в база G, предизвикани от действието на алкилира-
щи агенти; в резултат на това възниква мутация, при която G се свързва неправилно 
с база А, а това води до активиране на mismatch-репарационната (MMР) система и 
апоптоза.4 През 2005 г. Hegi et al.10 съобщават, че епигенетично подтискане на експре-
сията на MGMT подобрява преживяемостта при пациенти с глиобластом, при които 
е проведена едновременно химиотерапия с TMZ и лъчелечение. Високите нива на ак-
тивно действащия MGMT в раковите клетки спомагат за намаляване на цитотоксич-
ния ефект на TMZ и за създаването на т.нар. резистентен фенотип.6, 7 Епигенетичното 
заглушаване на този ген чрез промоторното му хиперметилиране води до намаляване 
на експресията на MGMT-белтък и съответно до понижена ДНК-репарираща способ-
ност. Това, от своя страна, инхибира способността на клетката да поправи алкилира-
ната ДНК-верига и по този начин позволява по-ефективно действие на алкилиращите 

лекарства.1, 8 Експресията на MGMT при олигодендроглиални тумори е по-ниска, от-
колкото при други глиални тумори.9 Промоторно метилиране е докладвано при 47-80% 
от олигодендроглиалните тумори.9, 10 При повечето изследвания се наблюдава силна 
корелация между промоторно метилиране и 1p/19q-коделеция или мутации в IDH: по-
нижената експресия е по-изразена при коделеция на 1p/19q.9 Промоторно метилиране 
на MGMT се среща при повече от 80% от 1p/19q-коделетирани олигодендроглиални ту-
мори. Епигенетични промени, свързани с IDH, водят до CIMP-фенотип, който включва 
и промоторно метилиране на MGMT. При проучване на анапластични глиоми е докла-
двана независима прогностична стойност на промоторно метилиране на MGMT при 
тумори, носители на мутация в IDH1, независимо от прилагано лечение.11 При тумори 
без IDH1-мутация метилирането на MGMT-промотор е предиктивен маркер за ефект 
от химиотерапия, но не и прогностичен.12, 13 В друго проучване също не е потвърдена 
прогностична стойност на биомаркера MGMT. Потвърдена е предиктивната му роля 
за ефект от адювантна химиотерапия.13-15 В проучване, включващо 115 пациенти, е 
докладвана предиктивна роля на MGMT за ефекта от химиотерапия с procarbazine/
lomustine/vincristine (PCV): при MGMT-метилирани тумори средната обща преживяе-
мост (ОП) е сравнително по-дълга при едновременно лъчехимиолечение с използване 
на PCV срещу самостоятелно лъчелечение (8.65 срещу 1.98 години).16 Отделните моле-
кулни маркери при тези тумори не са нито взаимно изключващи се, нито независими. 
Определянето на метилационния статус на MGMT би трябвало да участва като част 
от рутинната практика, но необходимостта от изследване на този маркер трябва да се 
преценява индивидуално.

Аналитични методи за изследване. Тестването за MGMT-промоторно хипермети-
лиране става все по-често търсено изследване в клиничната практика поради про-
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гностичната и предиктивната му стойност, като според действащите препоръки е 
неoбходимо за рутинен избор на лечение при възрастни пациенти.18 Съществуват 
различни техники за определяне на метилационeн статус на промотора на MGMT; 
въпреки това, все още няма консенсус кой от методите е най-подходящ за клинично 
изследване на MGMT. Повечето техники включват първоначална бисулфидна моди-
фикация на ДНК – неметилирани цитозини се превръщат в урацил, докато метили-
раните остават непроменени.19 Трите най-често използвани методи за изследване на 
MGMT-метилиране с бисулфитно превръщане на ДНК преди анализа са: (i) метил-
специфичен PCR (MSP), (ii) количествен PCR в реално време или MethyLight метила-
ционно специфичен – количествен PCR в реално време (MethyLight qMSP) и  (iii) ме-
тилационно специфично секвениране, включващо и пиросеквениране. Тези методи 
могат да бъдат използвани за анализ на ДНК, изолирана от  туморна тъкан, от FFPE 
или от свежо замразена туморна тъкан. Методи, които са без бисулфитно превръща-
не и са приложими в клинични условия, включват метил-специфична мултиплексна 
лиганд-зависима амплификация на проби (MS-MLPA) и имунохистохимия (IHC) за 
MGMT-белтъчна експресия.17

Доказателства за предиктивно значение. MGMT-промоторното хиперметилиране 
се среща в различните стадии на глиом и се счита, че е маркер с прогностична и пре-
диктивна стойност.7, 10, 15, 20-22 За първи път предиктивността на маркера е установена 
при пациенти с ниски нива на експресия на MGMT – при тях се наблюдава по-голяма 
ОП и преживяемост без прогресия (ПБП) след лечение с TMZ в сравнение с пациенти 
с високи нива на експресия. Разликата в нивата на експресия корелира с нивата на ме-
тилиране на неговия промотор.23 Анализи на дългосрочната преживяемост показват, 
че пациенти с метилиран MGMT имат по-висока ОП в сравнение с пациенти с немети-

лиран промотор.24 Корелация с прогнозата е докладвана също при педиатрични глиоб-
ластоми, нискостадийни глиоми, а най-често – при анапластични глиоми (WHO клас 
III).5, 15, 21-23 Въпреки че метилационният стаус на MGMT може да се промени с прогре-
сия на болестта, прогностичната му значимост се отнася само за първични тумори.25 
При пациенти с глиобластом редица изследвания потвърждават не само прогностич-
на значимост на MGMT-промоторното метилиране, но и предиктивно значение при 
провеждане на химиотерапия с TMZ.10, 7, 22, 26, 27 За разлика от тях, при анапластични 
астроцитоми MGMT-метилационният статус има отношение само към прогнозата на 
болестта, но не и към терапевтичния отговор.15, 23 Проучване на Rivera et al. устано-
вява, че наличието на MGMT-метилиране има връзка с терапевтичния отговор при 
самостоятелно прилагането на лъчелечение, дори и при липсата на адювантно лечение 
с алкириращ химиотерапевтик.28 Промоторното метилиране на MGMT се свързва с 
ефективност на терапията с TMZ при първото му прилагане 21, 29, но не и при реци-
див30. Настоящият стандарт за лечение на възрастни пациенти с глиобластом е мак-
симална резекция на тумора с последващо лъчелечение и едновременна и адювантна 
TMZ-базирана алкилираща хииотерапия.18 Данни от две рандомизирани проучвания 
подкрепят стратификацията на терапията според метилационния статус на промотора 
на MGMT в популация на възрастни пациенти с глиобластом (> 65 години в проучване 
NOA-08 и > 60 години в проучване Nordic Glioma study). В тези клинични изпитвания 
пациенти с неметилиран MGMT-промотор се повлияват по-добре само от лъчелече-
ние, докато пациенти с метилиран MGMT-промотор се повлияват по-добре само от 
терапия с TMZ. При млади пациенти с глиобластома MGMT-промоторното метилира-
не не изпълнява роля на предиктивен биомаркер, не насочва директно терапевтичния 
избор, но е силен прогностичен фактор, повлияващ клиничното поведение.
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B

�� При анапластични астроцитоми, олигодендроглиоми степен III и при мултиформени глиобластоми се препоръчва определяне на статус на метилиране 
на промотора на MGMT с цел селекция на пациенти за постоперативно едновременно лъчехимиолечение с temozolomide (при установяване на MGMT-
метилиране).

�� За определяне на MGMT-статус на метилиране се препоръчват количествен PCR или специфичен за метилиране PCR (MSP), RT-PCR, MS-MLPA или 
секвениране.

�� Препоръчва се изследване на промоторно метилиране на MGMT за избор на първа линия адювантна терапия, когато се избира между лъчелечение и 
химиотерапия или когато трябва да се избере между temozolomide и друга химиотерапия.

�� Определяне на промоторно метилиране на MGMT може да помогне за определяне на прогнозата при анапластичен олигодендроглиом.
�� За клинично изследване на промоторно метилиране на MGMT се използват валидирани методи, базирани на бисулфитно конвертирана ДНК, 
изолирана от фиксирана или свежо замразена туморна тъкан, като специфичен за метилиране PCR, секвениране или количествен PCR.

�� Методите за анализ на промоторно хиперметилиране на MGMT без бисулфитно третиране на ДНК, приложими в клиничната практика, са MS-
MLPA и имунохистохимия.

�� За надеждно определяне на MGMT-статус на метилиране ДНК трябва да се изолира от срезове с ≥ 80% туморна площ (от фиксирана във формалин 
и включена в парафин туморна тъкан), определено от патолог. 

�� В случай на двусмислен резултат (метилиране или неметилиране) от количествен MSP (специфичен за метилиране PCR) изследването следва да се 
повтори с друг метод.
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1.2. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ТИРЕОИДЕН КАРЦИНОМ
1.2.1. RET M918T-мутация

Милка Георгиева, Мариела Василева

Молекулярна биология. Медуларния тиреоиден карцином (MTК) е рядък ендокринен 
тумор с честота 3-5% от всички тумори на щитовидната жлеза. Около 75% от случаите 
са спорадични, а останалите са наследствени като част от синдрома на множествена 
ендокринна неоплазия тип 2 (MEN2) и фамилен МТК. Синдромът MEN2 произхожда 
от герминативна мутация в RET-онкогена (RE arranged during Transfection) – в кодони 
918 екзон 16 (˃ 95%) и кодон 883 в екзон 15. Тези пациенти са с най-агресивeн тип 
МТК. Типичeн за тях е феохромоцитом, но не хиперпаратироидизъм. За разлика от 
другите синдроми, изявяват също и мускулноскелетни отклонения и други дефекти на 
развитието.1 Протоонкоген RET кодира тирозин-киназен трансмембранен рецептор и 
е мутирал в почти всички наследствени МТК и в около 50% от спорадичните МТК.2

Аналитични методи за изследване. Болни със спорадичен МТК трябва да получат 
генетична консултация и директен ДНК-анализ (секвениране по Sanger) за откриване 
на мутирал RET-алел. Пациенти с открита герминативна RET-мутация трябва да бъдат 
оценени и на роднините им от първа степен трябва да се предложи генетична консул-
тация и генетично тестване. Понастоящем няма индикация за оценка на тиреоидни 
тумори при пациенти със спорадичен МТК за наличие на соматични HRAS-, KRAS-, 
NRAS- или RET-кодон M918T-мутации. RET-генът е част от панел от гени, свързани 
с карцином на щитовидната жлеза – ThyroSeq. Анализът на гените в този панел се из-
вършва чрез секвениране от ново поколение (NGS) и включва общо 12 гена: AKT1, 
BRAF, CTNNB1, GNAS, PIK3CA, TP53, TSHR, PTEN, HRAS, KRAS, NRAS и RET и търси 

сред  284 “hot spot” мутации.18  В България секвенирането на RET-гена за търсене на 
мутации при пациенти със съмнение за MEN2B е достъпно.18

Доказателства за предиктивно значение. Генетично тестване за мутации в RET е прието 
като най-добра практика за потвърждаване диагноза на MEN2, тестване за предиктивна 
оценка на риск за членове на семейството и пренатална диагноза на MEN2. Мутацията 
M918T е налична в 85% от соматичните RET-мутации и се свързва с по-лоша прогноза и 
с по-агресивно протичане на болестта.3 Други сигнални пътища, участващи в растежа и 
инвазивността на МТК, са  рецепторите на епидермалния растежен фактор (EGFR), на съ-
довоендотелния растежен фактор (VEGFR) и на хепатоцитния растежен фактор (c-MET).4-6 

Затова таргетирането на тези рецептори е начин на инхибиране или блокиране на тези 
аберантни сигнални пътища. Много от тях са взаимно свързани, което може да обясни 
появата на резистентност и на по-скоро частичен, отколкото пълен отговор към лекар-
ства. Тирозинкиназните инхибитори (ТКИи) са мултикиназни, защото инхибират много 
тирозинкиназни рецептори (ТКРи). За първа линия системна терапия при авансирал или 
метастатичен МТК напоследък са одобрени два такива ТКИи – vandetanib и cabozantinib.

Vandetanib. Той е мултикиназен инхибитор на RET, VEGFR 2, 3 и EGFR. Американската 
Агенция за храни и лекарства (FDA) и Европейската лекарствена агенция (EMA) одо-
бриха през 2011 г. използването му след демонстрирана терапевтична ефикасност във 
фаза III проучване ZETA.7 Тъй като RET-мутацията активира по-голяма част от МТК, 
това проучване планира да анализира дали RET-мутационният статус би повлиял вър-
ху преживяемостта без прогресия (ПБП) и отговора към терапия. Този въпрос не по-
лучи отговор поради малък брой RET-негативни пациенти и голям брой с неизвестен 
мутационен статус.7
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Cabozantinib. Той е мултикиназен инхибитор на c-MET-, VEGFR2- и RET-пътищата при 
МТК. За клиничната практика FDA и EMA одобриха използването му при пациенти с 
авансирал МТК след публикуване на фаза III проучване EXAM.8 Няма разлики в обща-
та преживяемост (ОП) по време на началния доклад. Актуализиран анализ на прежи-
вяемостта, представен на ASCO 2015, показва, че при тумори с RET M918T-мутация 
има значимо удължена ОП с повече от две години.9

Съществуването на ясни генотип-фенотип-корелации с клинична полза при скрининг, 
наблюдение и профилактика доведе до успешно приложение на RET-генотипизира-
нето при фамилни МТК случаи.10, 11 Например, за пациенти с мутации, специфични 
за MEN2B, се счита, че имат най-висок риск за агресивен МТК; за тях е необходима 
най-бърза профилактична тиреодектомия още в първата година от живота и ранен 
скрининг за феохромоцитом, но не и за първичен хиперпаратироидизъм.11, 12 Ранна 
диагноза, последвана от бърза интервенция, резултират в подобрена ОП; повече от 
95% от пациентите с ранна детекция остават без болест.13 Соматични RET-мутации се 
откриват в около 40-78% от пациентите със спорадичен МТК, като най-честа е в кодон 
918 при MEN2B-синдром.14, 15 Както и при наследствените МТК синдроми, тумори, ак-
тивирани от соматични кодон 918-мутации, са с по-агресивен фенотип.16 Около 1-7% 
от пациентите с предполагаем спорадичен МТК всъщност имат наследствена болест.17

Профилактична тироидектомия за деца с MEN2B. При пациенти с MEN2B и RET 
M918T-мутация (ATA-HST категория) МТК обикновено е много агресивен и ако е 
възможна тироидектомия, трябва да се направи рано в живота. Две групи пациенти 
с MEN2B трябва да се разглеждат отделно: с известен наследствен MEN2B (25% или 
по-малко) и с de novo RET-мутации и фенотипно нормални родители (75% или повече). 

При деца с наследствен MEN2B могат да се получат макроскопски МТК и лимфни ме-
тастази в първата година от живота.  Поради тези причини при рискови деца трябва 
да се проведе генетично тестване скоро след раждане. На деца с унаследен MEN2B  
трябва да бъде направена тироидектомия в първата година от живота им, дори в пър-
вите месеци след раждане, като избирането на точния момент се определя от хирург и 
педиатър след консултация с родителите. При деца с de novo RET-кодон M918T-мута-
ция диагнозата на MEN2B се прави след детекция на тиреоиден възел.17 Наскоро Аме-
риканската тиреоидна асоциация (ATA), NCCN и Северноамериканското дружество за 
невроендокринни тумори (TNANTS) публикуваха препоръки за поведение при спора-
дичен и наследствен МТК. Всяка от четирите препоръки описва болестни фенотипове, 
свързани със специфични RET-мутации при наследствен МТК, и препоръчват ранна 
тироидектомия, базирана на специфична RET-мутация. Препоръките на АТА иденти-
фицират различен риск за агресивност, свързан със специфични RET мутации: (i) най-
висок риск: MEN2b и RET-кодон M918T-мутация; (ii) висок риск: RET-кодони C634- и 
A883F-мутации; (iii) умерен риск: други мутации. Според АТА всички МТК случаи, не-
зависимо дали са наследствени или спорадични, трябва да получат генетична консул-
тация и директен ДНК-анализ за откриване на мутации в RET-алела.17 Ако се намери 
герминативна RET-мутация, роднините от първа степен трябва да бъдат консултирани 
и тествани. Въпреки че промяна в генетичната секвенция на RET-гена се счита за при-
чина на MEN2-синдрома, мутацията трябва да бъде допълнена с клинична изява в член 
от семейството. Това изисква поне двама засегнати индивиди да са с фамилен фенотип 
МТК, MEN2A или MEN2B. Генетични оценки за герминативни RET-мутации при па-
циенти с МТК и MEN2 помагат на ендокринолозите да предоставят на пациентите и 
техните роднини по-точна диагноза.
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1.3. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ОРОФАРИНГЕАЛЕН 
КАРЦИНОМ
1.3.1. p16-протеин  	

Павел Станимиров, Светлана Христова

Молекулярна биология. Генът CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, CDKN2A/
p16INK4A) e тумор-супресорен ген, локализиран в хромозома 9р21. Той кодира протеин 
р16, който играе ключова роля в регулацията на клетъчния цикъл чрез взаимодействие 
с тумор-супресорния ретинобластома-ген (Rb). Протеинът р16 инхибира циклин-зависи-
мите кинази 4 и 6, които са необходими за фосфорилиране на Rb. Хипофосфорилираният 
Rb индуцира стопиране на G1 на клетъчния цикъл.1, 2 При тумори, негативни за човешки 
папиломавирус (HPV) р16 се инактивира чрез делеция, мутация или промоторно метили-
ране, докато при високорискова HPV-инфекция онкогенните протеини Е6 и Е7 довеждат 
до инактивиране на функцията на р53 и pRb.3 Вирусните онкопротеини Е6 и Е7 оказват 
ефекти свързано, като довеждат до нарушаване на хромозомната дупликация и разделя-
нето ѝ през митоза с последваща хромозомна нестабилност, която довежда до клетъчна 
дисплазия и онкогенеза.5 Протеинът р53 в нормални условия регулира клетъчния цикъл 
чрез инхибиторен ефект върху митотичната активност. Вирусният онкопротеин Е6 довеж-
да до деградация на р53 с последващ антиапоптичен ефект и възможност за натрупване на 
хромозомни мутации и хромозомна нестабилност в инфектираните клетки.6 При HPV(+) 
орофарингеален плоскоклетъчен карцином (ОФПКК) свърхекспресията на вирусен он-
копротеин Е7 довежда до деградиране на pRb7, който инхибира транскрипцията на р16.8 В 
резултат на това се наблюдава нуклеарна и клетъчна свръхекспресия на р16, корелираща 
точно с  HPV(+)-статус, и се предполага, че е специфична за HPV(+) ОФПКК.9, 10 Намерена е 

силна връзка между HPV-инфекция и р16-протеин. Свръхекспресията на р16 много рядко 
е наблюдавана в HPV(-) ОФПКК.11 Докладваната експресия на р16 при HPV(-) ОФПКК е 
5-8%.12 Поради това се приема, че р16 е сурогатен маркер за HPV(+) ОФПКК.11, 13

Аналитични методи за изследване. Установява се голямо съответствие между HPV-
статус, анализиран чрез PCR и in situ хибридизация (ISH), и експресия на р16.13 Из-
следването на р16 е широко достъпно и може да бъде много добър самостоятелен 
прогностичен маркер при ОФПКК.14, 15 Съобщава се за чувствителност, специфичност, 
позитивна и негативна предиктивна сила на експресия на р16 във връзка с HPV-статус 
съотв. 100%, 74%, 91% и 100%.16 Добър препоръчван алгоритъм за откриване на HPV 
включва HPV ISH и p16 имунохистохимия (ИХХ) при ОФПКК.16 Препоръчва се като 
маркер от първи ред да се използва р16 ИХХ.17

Доказателства за предиктивно значение. Системен обзор с метаанализ установява, 
че прогнозата е по-добра в случаи с експресия на р16 в сравнение с неекспресиращи.18 

Наличието на HPV(+) статус се свързва с по-добра прогноза19, по висока лъче- и хи-
миочувствителност20, включително и с по-добър изход след хирургично лечение21. 
Експресията на р16(+) при ОФПКК е независим благоприятен прогностичен фактор 
не само за пациенти, третирани с лъчехимиолечение, но и при лекувани хирургично 
със или без следоперативно лъчелечение.22 По правило р16(+) статусът се свързва с 
локализация на тумора в орофаринкс.23 При класическите карциногени (тютюн и ал-
кохол) се наблюдава дефект на p16-гена, което е и най-честа генетична алтерация при 
ОФПКК.24 Не е намерена връзка между G-категорията и р16-експресията.25 Изследва-
ния намират, че лекувани с лъчехимиолечение р16(+) ОФПКК имат по-добра прогно-
за в сравнение с р16(-) случаи.22 Намерено е значително подобряване на прогнозата в 
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случаи с HPV(+) и едновременна експресия на p16 в сравнение само с HPV(+) тумори.26 
Петгодишната обща преживяемост (ОП) за p16(+) ОФПКК е 57.1% (95% CI: 37%, 73%) 
срещу 26.8% (95% CI: 15%, 41%) за p16(-) случаи.22

Въпреки че HPV/p16-статусът е важен прогностичен фактор при ОФПКК, повечето 
изпитвания, отчитащи прогностично значение на р16 сред пациенти в рандомизира-

ни контролирани клинични проучвания, не показват разлика в ползи от нови лечебни 
стратеги.13, 27, 29 В случаи с шийни метастази от неясна първична локализация се пре-
поръчва ИХХ-изследване на р16 или HPV ISH. Резултатите не трябва да се използват 
като основание за промяна на лечебното поведение, освен в случаи на клинични про-
учвания.30

C

�� Като маркер от първи ред за селектиране на подозрителни за HPV-позитивни случаи с орофарингеален плоскоклетъчен карцином се препоръчва р16-
имунохистохимия. 

�� Засега не се препоръчва резултати от р16-имунохистохимична експресия с валидирани тестове или от HPV-in situ хибридизация да се използват като 
маркери за определяне на вид и обем на лечение.

�� При шийни метастази с неизвестна първична локализация се препоръчва имунохистохимично изследване на р16 или HPV-in situ хибридизация. Не се 
препоръчва промяна на лечебното поведение, базирано на резултатите, освен в случаи на клинични проучвания.

При локализации, суспектни за HPV-свързани плоскоклетъчни карциноми, като тонзила, орофаринкс и корен на език, при изпращане на биопсичен 
материал трябва да се обсъжда с патолог провеждане на р16-имунохистохимия; при позитивен резултат се обсъжда потвърждаване с HPV-in situ хи-
бридизация или типизиране с PCR. 
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1.3.2. HPV-статус  	
Павел Станимиров, Милка Георгиева

Молекулярна биология. Съществуват нарастващи доказателства за причинна връзка 
между човешкия папиломавирус (HPV) и орофарингеален плоскоклетъчен карцином 
(ОФПКК).1-6 Метаанализ на популационни проучвания (Северна Америка и Европа) на-
мира, че превалирането на HPV(+) ОФПКК се е увеличило от 40% (1990г.) на 70% (2000г.).7 
Няколко изследвания показват, че HPV се свързва с повишен риск за орален карцином, 
независимо от употреба на тютюн и алкохол.3, 4 Тази връзка е валидна за високорискови-
те HPV16 и HPV18. HPV16 вероятно е отговорен за повече от 80% от случаите с HPV(+) 
ОФПКК.1, 2, 5, 6, 8 Докладвани са малки серии, намиращи HPV-генотип 52, 58, 61.9, 10 По пра-
вило HPV(+) ОФПКК е по-чест при млади пациенти без история за употреба на алкохол 
и цигари.11 HPV(+) ОФПКК типично се локализират върху палатинална или лингвална 
тонзила, като това се отдава на характеристиките на епитела на тонзиларните крипти, 
който е прицелен за вируса.12 Активна HPV-инфекция може да доведе до някои ключови 
алтерации на клетъчните сигнални пътища, които подпомагат туморогенезата. Експре-
сията на Е6- и Е7-вирусни протеини довежда до инактивиране на два ключови тумор-
супресора – р53 и Rb (ретинобластома-протеин). E6 е малък полипептид, който довежда 
до деградация на р53.13 Свързаните с HPV мутации в p53 могат да възникнат по пътя на 
взаимодействие на р53 с протеин Е6, кодиран от онкогенен тип HPV (главно HPV-16 и 
HPV-18), което довежда до увеличаване на убиквитин-зависимата протеолиза на р53.1, 

2, 6 При HPV(+) ОФПКК се наблюдава експресия на “див” тип (WT) р53, за разлика от 
HPV(-), при които се наблюдава висока честота на р53-мутации. Този факт може да се 
свърже с по-добра прогноза при HPV(+) ОФПКК.1, 2 Данните за превалиране на HPV-

инфекция в случаи с орален/орофарингеален плоскоклетъчен карцином варират между 
15% и 30%.3, 4 Приблизително 20-25% от случаите с плоскоклетъчен карцином на глава и 
шията (ПККГШ) са HPV(+).13, 14 Причини за тези разминавания са свързани с разлики 
в изследвани групи, методи на изследване и географски различия. Метаанализ върху 
5046 случая с ПККГШ установява в 26% превалиране на HPV, като HPV16 преобладава.15 
При карцином на устна кухина честотата е 23.5% и 24% – за ларинкс.15 Предоминантна 
локализация на HPV-свързани карциноми е орофаринкс, като 50% от случаите са при 
непушачи.16 Все още не е напълно изяснено как HPV заразява горни дихателни пътища 
и устна кухина. Епидемиологични данни насочват към сексуална трансмисия.1, 6 Значи-
телна връзка е намерена между HPV16(+) ОФПКК и орален секс11, но въпреки това, няма 
надеждни доказателства, че заразяването е от там1.

Аналитични методи за изследване. Точността в откриването на HPV в туморна тъкан 
е от основно значение в случаи с персонализиран подход. Използван метод за откри-
ване на подвидове на HPV е in situ хибридизация (ISH).17 При него може да се използва 
материал от парафинови блокчета.18 Метод с много висока чувствителност е полиме-
разно-верижна реакция (PCR) и обратнотранскриптазна полимеразна верижна реак-
ция (RT-PCR), при които е възможно откриване на HPV-ДНК или РНК в много малки 
количества туморна тъкан. Недостатък на метода е възможност за фалшиво положите-
лен резултат, отчитайки HPV-генетичен материал в устна кухина, несвързан с туморна 
тъкан.19 Засега няма „златен” стандарт в диагностичните тестове за откриване на висо-
корискови HPV. Най-разпространен алгоритъм препоръчва извършване на р16-иму-
нохистохимия (ИХХ) като първи тест, защото неговата висока сензитивност елимини-
ра HPV(-) случаи от последващи изследвания. Едновременно с р16 ИХХ или като втори 
тест за р16(+) случаи може да се използва HPV-ISH, при която специфичността е почти 
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100%. В случаи с несъответствие, като р16(+)/ISH(-), се пристъпва към разширен панел 
ISH за други онкогенни HPV-щамове. Препоръчва се също да се използва алтернатив-
но PCR-базирани методи за потвърждаване.20 Препоръчва се провеждане на изследва-
не на HPV-статус в случаи с шийни метастази от неизвестна първична локализация.21

Доказателства за предиктивно значение. Съществуват противоречиви данни за 
прогностично значение на HPV-статус. Изследванията не намират разлика в прежи-
вяемостта3, 22, докато други установяват намаляване на риска от смърт при пациенти с 
HPV(+) статус в сравнение с HPV(-) тумори1, 5. Задълбочени проспективни и ретроспек-
тивни проучвания установяват, че пациенти с HPV(+) ОФПКК имат по-добра прогноза 
в сравнение с HPV(-) тумори.23-25 При HPV(+) ОФПКК рискът за смърт намалява с 60%, 
наблюдавайки се значително подобряване на специфичната преживяемост, в сравне-
ние с HPV(-) тумори.1 Намерена е строга връзка между HPV16(+) ОФПКК и по-голяма 
преживяемост.5 Тези резултати подкрепят теорията, че HPV(+) ОФПКК представляват 
различна молекулярна, биологична и клинична единица с по-добра прогноза, откол-
кото HPV(-) тумори.1, 5 Метаанализ на 23 проучвания при 1747 пациенти с карциноми 
на глава и шия намира, че при HPV(+) статус има намаляване на риска от смърт с 28% 
(HR0.72, 95%CI 0.5-1.0) в сравнение с HPV(-) случаи.26 Пациенти с  HPV(+) статус имат 
с 49% по-нисък риск за рецидив в сравнение с HPV(-) статус (HR 0.51, 95%CI 0.4-0.7).26 
По-високата преживяемост се отдава на повишена чувствителност на HPV(+) към ин-
дукционна химиотерапия и лъчехимиолечение.27 Имунният отговор към HPV-антигена 
(E6/E7-протеини) се предполага, че допринася за по-добрата преживяемост.27 По пра-
вило HPV(+) ПККГШ има по-висока лъчечувствителност в сравнение с HPV(-). Две 
нови проучвания внушават, че пациенти с HPV(+) имат нисък риск за втори първичен 
карцином в сравнение с HPV(-).28, 29

Все повече се дискутира нужда от диференциран подход при HPV(+) случаи с ОФПКК, 
при които се наблюдава по-добър терапевтичен отговор и повишена чувствителност 
към химиотерапия и лъчелечение.30, 31 Деинтензификация на лечението се обмисля в 
случаи без класически етиологични рискови фактори, непушачи, с ниска N-катего-
рия.32, 33 Първоначални предложения са насочени към намаляване на стандартната доза 
на дефинитивно лъчелечение или лъчехимиолечение.35 Проучване ECOG1308 оценява 
отговора към индукционна химиотерапия с paclitaxel, cisplatin и cetuximab и според 
пълния отговор се определят пациенти, на които може да се редуцира дозата.35-37 Друга 
стратегия е използване на минимално инвазивна трансорална хирургия (ТОХ) като 
първично хирургично лечение.38 Рандомизирано проучване (ECOG3311), протичащо в 
САЩ, оценява дали начална ТОХ може да позволи намаляване на дозата на адювантно 
лъчелечение за HPV(+) случаи.37-39 Друга възможност е назначаване на по-малко ток-
сични алтернативни агенти като cetuximab. Проучвания RTOG 1016 и De-ESCALaTE 
оценяват ролята на едновременно биолъчелечение с cetuximab, рандомизирано срещу 
cisplatin при пациенти с р16-позитивен локално авансирали ОФПКК.37-39 Друго поле на 
интерес е възможност за изключване на химиотерапия при HPV(+) статус. Изследване 
върху 505 HPV(+) пациенти, третирани с лъчелечение или лъчехимиолечение, намира, 
че случаи с нисък риск за далечни метастази (T1-3, N0-2a) с HPV(+) ОФПКК могат да 
бъдат третирани със самостоятелно лъчелечение.40 Провеждат се проучвания за нама-
ляване на общата лъчева доза до 60 Gy, също и върху алтерниращо фракциониране с 
цел подобряване на качеството на живот и намаляване на лъчевата доза (NCT01088802, 
NCT01891695, OPTIMA NCT01847326, Quaterback NCT01706939, RAVD Chicago Trial 
NCT01133678, UNC 1120 NCT01530997). На този етап не се препоръчва деинтензифи-
кация на терапията при HPV(+) случаи.40, 41
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�� Въпреки че HPV-позитивен статус корелира с по-добра прогноза, резултати от HPV-тестове не се препоръчват като мотив за промяна на лечебно 
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�� За изследване на HPV се препоръчват тестове p16-имунохистохимия, HPV-in situ хибридизация и PCR. 

C
�� При орофарингеален карцином се препоръчва изследване на HPV-статус.
�� При шийни метастази с неизвестна първична локализация се препоръчва изследване на HPV-статус. 
�� Засега не се препоръчва деинтензификация на терапията при HPV-позитивни пациенти.

Най-разпространеният алгоритъм препоръчва извършване на р16-имунохистохимия като първи тест, защото неговата висока чувствителност ели-
минира HPV-негативни случаи от последващи изследвания. Едновременно с р16-имунохистохимия или като втори тест при р16-позитивни случаи 
може да се използва HPV-in situ хибридизация, при която специфичнността е почти 100%. В случаи с несъответствие, като р16(+)/ISH(-), се пристъпва 
към разширен панел с in situ хибридизация за други онкогенни HPV-щамове. Препоръчва се алтернативно да се използват PCR-базирани методи за 
потвърждаване.
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1.4. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ КАРЦИНОМ НА ГЪРДА
1.4.1. ER-α/PgR-статус

Иван Иванов, Савелина Поповска, Светлана Христова

Молекулярна биология. Въз основа на системно мултицентрично експертно проучва-
не, проведено от ASCO/CAP през 2008 г., като част от клиничните и патологичните па-
раметри при диагностика и лечение на карцином на гърда (КГ), се въвежда през 2010 г. 
изискване за имунохистохимична оценка (ИХХ) на индивидуалния туморен хормонален 
рецепторен статус за естроген и прогестерон. Като предиктивни и прогностични био-
маркери, в комбинация с HER2 и Ki-67, те имат значение за определяне на хистологични 
субтипове на инвазивни дуктални карциноми, както и за избор на системно ендокринно, 
химио- или таргетно лечение при всички морфологични форми на инвазивен КГ.1, 2 Ре-
цепторите за стероидни хормони – естрогенови (ER-α) и прогестеронови (PgR) – са от 
съществено значение за нормалния растеж, диференциация и функция на гърдата, как-
то и за развитие на неопластични промени в нея.3 Естрогеновият рецептор-алфа (ER-α) 
функционира като лиганд-актвиран транскрипционен фактор, регулиращ нормален рас-
теж и диференциация, както и туморна прогресия при значителна част от мамарните не-
оплазми. Неговата експресия при инвазивен КГ е ядрена и може да варира от липсваща 
при някои тумори до силно позитивна в 100% при други.4 Освен ER-α, съществува и ER-β, 
като двете рецепторни изоформи споделят 50% сходство в техните хормон-свързващи 
домейни, както и 95% сходство в техните ДНК-свързващи домейни.5 Прогестероновият 
рецептор също е лиганд-активиран транскрипционен фактор, който често се среща в две 
изоформи (А и B). Съществуват пътища на комуникация между двете изоформи на PgR и 
ER.6 Експресията на PgR е под контрол на ER и по локализация също е ядрена.7  

Клинично КГ се разделят на ER-α-позитивен и ER-α-негативен. По правило ER е слаб 
прогностичен фактор.4 Пациенти, позитивни за ER-α, показват по-добра преживяе-
мост в сравнение с тумори, негативни за ER-α. Едновременно с това, експресията на 
ER-α е полезен предиктивен фактор за отговор към ендокринна терапия.8 Суругатните 
субтипове, базирани на имунохистохимични маркери – луминален А и В/HER2-нега-
тивни КГ, могат да бъдат различавани помежду си на база експресия на ER/PgR, като се 
добави и стойността на пролиферативния биомаркер Ki-67.9, 10 Освен пролифератив-
ната активност на Ki-67, върху прогнозата на луминален HER2-негативен КГ влияе и 
статусът на PgR.11

Аналитични методи за изследване. През 90-те години на XX век имунохистохимич-
ният метод (ИХХ) измества лиганд-свързващата техника за определяне на хормоналeн 
статус и понастоящем не се препоръчва неговото използване. В рутинната практика за 
преценка на статуса на стероидни рецептори при КГ се е наложил ИХХ-методът. Към 
момента са налични редица валидирани първични антитела за изследване на ER-статус 
(1D5; 6F11, SP1), както и за изследване на статуса на PgR (клон 1294; клон 312).1, 12 За по-
стигане на оптимални резултати при изследване на ER- и PgR-статус следва времето от 
отстраняване на тумора до неговата фиксация да не надвишава един час. Фиксацията 
трява да се извършва в 10% неутрален буфериран формалин с обем 10 пъти по-голям от 
обема на тъканта, за време от 6 до 72 часа. Препоръчва се използване на валидирани пър-
вични антитела за ER иPgR. Необходимо е използване на контролни препарати и отчи-
тане на реакцията в нормални структури, които служат за вътрешна контрола и където 
трябва да е наличен спектър в интензитета на ядрата на луминалните епителни клетки 
(от слаб, умерен, на места до силен).1 Съществуват прагове на интензитет и процент на 
позитивност на туморни ядра, при които ИХХ-тестът се приема за положителен.1
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Препоръчва се ER- и PgR-статусът, определен с методи на ИХХ, да се отчитат като не-
гативен и позитивен. Статусът за ER-α и PgR се приема за позитивен в случаи, в които 
е налична ядрена имунопозитивност в ≥ 1% от туморните клетки. Процентът на по-
зитивност също може да носи прогностична и предиктивна информация. Клиницис-
тите следва да бъдат информирани за случаи със слаба ядрена позитивност в 1-10% 
от туморните клетки.1 В практиката намира широко приложение и т.нар. Allred score, 
представляващ точкова система, оценяваща интензитета на оцветяване по четиристе-
пенна скала (0 – липсва позитивност, 1 – слаба ядрена позитивност, 2 – умерена ядрена 
позитивност и 3 – интензивна ядрена позитивност) и процент (дял) на съответната 
позитивност по шестстепенна скала (0 – липсва позитивност, 1 – < 1/100, 2 – 1/100 до 
1/10, 3 – 1/10-1/3, 4 – 1/3-2/3 и 5 – > 2/313; полученият сбор от точки (интензитет плюс 
процент на оцветяване) се явява обща оценка Allred score. За прагова стойност за пози-
тивност се приема Allred score > 2; отрицателен резултат се отчита в случаи на липса на 
имунопозитивност (0 + 0) и слаба ядрена позитивност в < 1% от ядрата на туморните 
клетки (1 + 1).13

Доказателства за предиктивно значение. Биомаркерите ER, PgR и HER2 са инкор-
порирани към Осма редакция на TNM класификацията на AJCC.14 Те могат бъдат 
използвани като предиктори при редица терапевтични подходи, като техният статус 
предсказва отговор или резистентност към съответна терапия.

Резултати от редица проучвания от последните 10 години сочат липса на полза от до-
бавяне на таксан към антрациклин-съдържаща химиотерапия, както и дори използ-
ване на антрациклин-съдържаща химиотерапия при естроген позитивните (лумина-
лен А тип) тумори.15 Данните за предиктивната стойност на ER-статус при КГ спрямо 

отговора към цитотоксична химиотерапия са противоречиви.16 Съгласно обобщени 
литературни данни негативният ЕR-статус е предиктор на отговор към неоадювантна 
химиотерапия. Установено е, че при пациентите с ER-негативен КГ по често се постига 
пълен патологичен отговор в сравнение с ER-позитивeн.17 Съгласно препоръките на 
Американската асоциация по клинична онкология (ASCO) от 2016 г., отнасящи се до 
ендокринната терапия при хормон-рецептор-позитивен КГ, са налице ситуации, при 
които е уместно използване на химиотерапия като стартово лечение при случаи на 
хормон-позитивен метастатичен КГ. Подобни случаи са пациенти, при които е налице 
непосредствена заплаха за живота (от страна на тумора) и бързият отговор към тера-
пията е важен. Други случаи включват ситуации, при които се наблюдава позитивност 
за стероидни рецептори и позитивен HER2-статус. При последните е налице по-добра 
преживяемост при прилагане на химиотерапия и анти-HER2-терапия.18 Eкспресията 
на ER е добър предсказващ фактор за отговор на антиестрогенова терапия8, а експре-
сията на PgR е по-слаб предиктор в сравнение с ER19. Известно е, че при КГ с нива на 
естрогенова експресия (Allred score) по-голям или равен на 3 е налице полза от прила-
гане на tamoxifen спрямо неизползване на ендокринна терапия.15 Обобщени резултати 
от проспективни проучвания, сравняващи действието на ароматазни инхибитори с 
tamoxifen, не установяват субгрупа с ЕR-позитивни тумори (с различни нива на екс-
пресия), при които е налице значима разлика в терапевтичния ефект. Прави впечат-
ление обаче, че по-високи нива на ER-експресия са свързани с по-добър отговор към 
(изследваните) ендокринни терапии.17 Като цяло, адювантната ендокринна терапия и 
ендокринната терапия при авансирала болест показва по-добър ефект при тумори с 
по-високи нива на хормонална експресия спрямо тумори с по-ниски нива.15 Друг обзор 
демонстрира полза от приложението на tamoxifen при тумори с позитивен хормонален 
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статус; при негативен хормонален статус не се наблюдава ефект от приложението му.19 

Данни от рандомизирани проучвания за употреба на комбинация от селективен естро-
ген-рецепторен модулатор (SERM) и ароматазни инхибитори (AIs) като първа линия 
терапия показват като цяло противоречиви резултати що се отнася до подобряването 
на преживяемост без прогресия (ПБП) и обща преживяемост(ОП). След допълнителен 
анализ е установено, че преживяемостта се подобрява при пациенти, при които не е 
провеждана предходна ендокринна терапия.18

Предиктивната роля на ER-позитивност за прилагане на ендокринна терапия обаче не 
е абсолютна и зависи от редица фактори. Подтискането на естрогеновия сигнален път 
се оказва неефективно при част от пациентите с ЕR-позитивни тумори и след първо-
начална супресия от първа линия ендокринна терапия следва рецидив и развитие на 
ендокринна резистентност.20 Резистентността към антиестрогенова терапия може да се 
осъществи по редица механизми: повишено съдържание на естроген в туморната ми-
кросреда, посттранслационни модификации, лиганд-независима активация на рецеп-
тора чрез ESR1-генна мутация, амплификация на вериги на обратна връзка, медиирани 
посреством рецептори на редица трансмембранни растежни фактори, като рецептор на 
човешкия растежен фактор (HER), рецептор на фибробластния растежен фактор (FGF-
R) и рецептор на инсулиновия растежен фактор (IGF-R), чрез RAS/RAF/MAPK- и чрез 
PI3K/Akt/mTOR-пътя. Лекарствената резистентност може да се дължи и на нарушена 
регулация на клетъчния цикъл, засягаща циклин D/CDK 4/6/Rb-пътя.21 По правило ре-
зистентността към антихормонална терапия трудно може да се предскаже чрез рутинно 
ИХХ-изследване на рецепторeн статус. Като цяло, резистентността при ER-позитивни 
карциноми рядко е следствие от загуба на хормонална експресия (промяна в хормонал-
ния статус).20 Ивестно е, че редица проучвания показват промяна в статуса на хормо-

налните рецептори при КГ в ранен и напреднал стадий. От тази промяна логически би 
последвала и промяна в терапевтичния план. Към момента обаче е неясно дали подобни 
промени в хормоналния статус са предиктивни спрямо отговор към терапия.22, 18

Позитивният хормонален статус не винаги предсказва отговор към антистероидна 
терапия поради възможност от алтернативно активиране на клетъчния митотичен 
цикъл. В този контекст оценката на предиктивната роля на ER-статус при КГ изисква 
комплексен подход и оценка на допълнителни характеристики на конкретните тумори. 
Наличието на HER2-позитивен статус влияе върху предиктивността на статуса на ER 
спрямо ендокринна терапия. Наличието на позитивен HER2-статус при ER-позитивни 
тумори се свързва с повишен риск от рецидив, въпреки приложение на ароматазни 
инхибитори или tamoxifen, в сравнение с ER-позитивни тумори с негативен HER2-ста-
тус. В подобни случаи на копозитивност приложението на docetaxel показва известна 
полза.15

Естрогеновият път е свързан с редица други пътища на растежна стимулация, като не-
говото активиране може да се осъществи независимо от свързването с лиганд. Към 
момента обаче не са известни данни за наличие на значителна клинична полза от ком-
бинирано лечение, включващо ендокринна терапия и инхибитори на растежни фак-
тори (като gefitinib и bevacizumab) при постменопаузални пациентки с ER-позитивен 
КГ.20 Обобщени данни от фаза II и III проучвания, разглеждащи прилагане на комбини-
рана хормонална терапия с mTOR-, PI3K- и CDK 4/6-инхибитори, показват подобрена 
ПБП. Използването на комбинирана терапия от естроген-рецепторен даунрегулатор 
(fulvestrant) и инхибитор на CDK 4/6 подобрява ПБП при постменопаузални пациент-
ки с ER-позитивeн КГ, лекуван на предходен етап с ароматазни инхибитори.21
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По правило PgR-експресията притежава предсказваща стойност, независима от стой-
ностите за ER; свързана е с ОП и ПБП.1 Тумори с ER+/PR- са с по-неблагоприятна прог-
ноза и по-често експресират HER2-рецептори. Негативността за PgR при ER+ тумори 
е сурогатен маркер за аберантни растежни сигнални фактори и показва резистентност 
към терапия с tamoxifen.23 Както е известно, пациенти с негативен статус за ER нямат 
полза от петгодишна адювантна терапия с tamoxifen, но експресията на PgR може да 
има позитивен ефект спрямо отговора. Туморите с PgR-позитивен, ER-негативен фе-
нотип са твърде редки. При идентифициране на КГ с подобен имунопрофил се пре-
поръчва ретестване на естрогеновия статус.17 Предиктивната роля на статуса на PgR 
за отговор към химиотерапия е противоречива.16 Експресията на PgR не притежава 
съществен предиктивен ефект спрямо отговор към терапия с tamoxifen. Предиктив-

ната ѝ роля спрямо отговор към адювантна терапия с ароматазни инхибитори не е 
напълно изяснена.17

За разлика от ER-α, тестването и клиничното приложение на ER-β е значително по-
ограничено. Известно е, че повишените нива на ER-β при КГ са свързани с повишена 
ОП и ПБП при пациенти, лекувани с адювантна терапия с tamoxifen.5

Към момента ER-α е единствен валидиран биомаркер при дуктален карцином in situ. 
Използването на антиестрогенна терапия достоверно снижава риска от рецидив от ле-
зия в същата гърда. Като позитивен резултат за ER и PgR се приемат случаи с наличие 
на позитивност в ≥ 1% от ядрата на туморните клетки.24	

A

�� При всички инвазивни карциноми на гърда се препоръчва имунохистохимично определяне на ЕR-α- и PgR-рецепторен статус чрез валидирани тестове. 
�� При интерпретация на имунохистохимична оценка за рецепторен статус при инвазивни карциноми на гърда за позитивни се препоръчва прагова 
стойност (cut-off) на ядрена експресия за ER-α и PgR ≥ 1% и Allred score > 2.  

�� Препоръчва се повторна имунохистохимична оценка на ER-α/PgR-рецепторен статус върху рецидивни туморни формации и/или далечни метастази.
�� При ЕR-α/PgR-позитивни карциноми на гърда се препоръчва ендокринна терапия.

B При карциноми на гърда in situ се препоръчва изследване на ER-α-статус, като за позитивни се приемат случаи с наличие на ядрена експресия в ≥ 1% от 
туморните клетки.

C При пациенти, провели неоадювантна (предоперативна) системна терапия, се препоръчва повторно изследване на хормонален рецепторен статус и HER2.
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1.4.2. HER2-статус 
Иван Иванов, Савелина Поповска, Светлана Христова

Молекулярна биология. При карцином на гърда (КГ) са изследвани множество онко-
гени, като най-значим от тях е човешкият епидермален растежен фактор (HER2). Той 
е мембранен тирозинкиназен рецептор, който при активиране повишава клетъчната 
преживяемост и пролиферация.1 Кодира се от ERBB2-ген, намиращ се в 17 хромозома, 
а амплификацията му е ключов момент за свръхекспресия на рецептори, за развитие 
и прогресия на част (около 15%) от КГ.1, 2 Сигналният HER2-път на туморна прогресия 
е обект на прицелна терапия при HER2-позитивeн КГ.1 По правило HER2-статусът е 
неблагоприятен прогностичен и добър предиктивен фактор за отговор към таргетна 
терапия. Пациенти с позитивен HER2-статус, със или без метастази в лимфни възли, 
са с понижена обща преживяемост (ОП). Позитивността за HER2 се асоциира с висока 
пролиферативна активност, ниска степен на диференциация, ДНК-анеуплоидия и не-
гативен хормонален статус. Прилагането на прицелна терапия с анти-HER2-антитяло-
свързани агенти, комбинирани с химиотрапевтични схеми, драматино подобрява ОП.3 

Аналитични методи за изследване. Според актуалните препоръки на ASCO/CAP от 
2013 г. HER2-статус следва да се оценява при всички случаи на първичен или реци-
дивирал инвазивен КГ. При материали, при които ще бъде оценяван HER2-статус, се 
изисква стриктно спазване на протоколите за тъканна обработка – време на студена 
исхемия под един час и фиксация в достатъчен обем (1 част тъкан в 10 части фиксатор) 
с 10% неутрален буфериран формалин за време между 6-72 часа.4

За определяне на HER2-статус с имунохистохимично изследване (ИХХ) се препо-
ръчва използване на: (i) Ventana CONFIRM HER-2/neu антитяло 4B5 на Roche Tissue 

Diagnostics, (ii) HercepTest™ Dako антитяло 4B5 антитяло A0485 и (iii) Bond™ Oracle™ 
HER-2 с производител Leica. При интерпретацията на ИХХ-резултати за позитивни се 
приемат случаи с HER2 3+. Случаите с резултат HER2 2+ са с неясно значение и следва 
да се ретестват с in situ хибридизационен метод върху същия или друг материал от 
случая. Случаите с резултат HER2 0 и HER2 1+ се приемат за негативни (виж Табл. 1). 
Съвпадаемостта между резултатите от ИХХ-проби и in situ хибридизационен метод 
(CISH) зависи от вида на използваните антитела.5 В препоръките на ASCO/CAP за из-
следване на HER2-статус се обръща внимание на валидирането на тестовете. Диагно-
стиката на HER2 следва да се осъществява след първоначално валидиране на метода 
(виж. Въведение, Аналитично (техническо) валидиране). Изискването за осигуряване 
на конкордантност между даден валидиран и друг (вкл. алтернативен) валидиран ме-
тод в 90% за позитивни и негативни случаи, което присъства в препоръките от 2007 г., 
в ръководството от 2013 г. е заменено с препоръки за осигуряване на точни и надеждни 
методи и реактиви и сертифициране на лабораторията.6 

За стандарт при тестване на амплификационен статус е приет методът на флуоресцентна 
in situ хибридизация (FISH). Като цяло, той е относително скъп и времеемък, изисква 
специфично обoрудване и допълнително обучение на персонал.7  През последното десе-
тилетие в практиката навлязоха алтернативи на FISH-метода, които са достъпни и при 
тях отчитането на реакцията става на светло поле. Такива методи са хромогенната in situ 
хибридизация (CISH), сребро-базираната in situ хибридизация (SISH) и двуцветната in 
situ хибридизация (DBISH). Установени са високи нива на конкордантност между CISH- 
и FISH-методите, както и между CISH- и ИХХ-методите.8 Съществуват данни и за отлич-
но съвпадение между FISH и SISH, както и между FISH и CISH.7 Засега CISH се налага 
като надежден метод за определяне на броя на HER2-копия върху тъканни материали от 



41

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · Том I – СОЛИДНИ ТУМОРИ	 НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
гърда. Той може да бъде използван като алтернативен метод на FISH при алгоритми за 
изследване на HER2-статус.9  В случаи, при които FISH-тест не може да бъде използван, се 
препоръчват SISH и/или CISH като алтернативни методи за перкутанни иглени биопсии 
или хирургични резектати от гърда.10 Основен недостатък на CISH спрямо FISH е липса 
на маркиране на 17-а хромозома, а като предимства могат да се изтъкнат възможност 
за отчитане на обикновен светлинен микроскоп, отчетливост и лесна интерпретация на 
наблюдаваните морфологични структури и лесно архивиране.11 При наличие на адеква-
тен контрол съществуват минимални разминавания между резултати, получени чрез от-
делните методи на in situ хибридизация (FISH, CISH, SISH или DBISH).12 Към настоящия 
момент съществуват различни препоръки за отчитане и интерпретация на резултати от 
in situ хибридизационно изследване. Освен препоръките на Европейската лекарствена 
агенция (EMA) и конкретните препоръки на производителите на китове, съществуват и 
препоръки на Американската асоциация по клинична онкология (ASCO) и Дружеството 
на американските патолози (CAP) в последвалата им ревизия от 2013 г. (Tабл. 2). Докато 
препоръките на ASCO/CAP от 2007 г. са насочени към намаляване на фалшиво позитив-
ни случаи, тези от 2013 г. визират снижение на фалшиво негативни случаи, диагностици-
рани с in situ хибридизационни методи. 19 Приложението на препоръките на ASCO/CAP 
2013 за FISH, вместо първоначално използваните препоръки на Американската агенция 
за храни и лекарства (FDA) в клиничното проучване HERA, довеждат до малки промени 
в количеството на пациенти, които биха били включени в проучването.19

Новите препоръки на ASCO/CAP 2013/2014 включват промени в преценката на ампли-
фикацията на HER2-гена, които според ретроспективно проучване на 10 468 пациенти, 
скринирани в клинични проучвания BCIRG-005, BCIRG-006 и BCIRG-007, създават 
неяснота и опасност за неправилно опрeделяне на HER2-статуса при малък брой паци-

енти.20 Препоръките на ASCO/CAP са обект на периодично актуализиране. Към насто-
ящия момент са в ход обсъждания за промени, касаещи подобряване на определянето 
на HER2-статуса при КГ.21 

Освен различните и променящи се критерии за интерпретация на резултати от in situ 
хибридизационно изследване и някои технически аспекти, свързани с преданалитич-
ната и аналитичната фази на метода, съществуват редица допълнителни фактори, кои-
то могат да доведат до различно интерпретиране на HER2-статуса при КГ. В рутинната 
практика се срещат случаи, които могат да предизвикат сериозни затруднения в опре-
деляне на HER2-статус с in situ хибридизация. Такива са хетерогенност на тумора по 
отношение на HER2-статус, загуба на сигнали от хромозома 17 и едновременна (коам-
плификация) на HER2 и CEP17, водеща до двусмислен имунохистохимичен резултат 
(HER2 2+).12 Амплификацията на CEP17 се дефинира като наличие на средно ≥ 3 сигна-
ла за клетка. В практиката може да се наблюдава както едновременна амплификация 
на CEP17- и HER2-ген, така и амплификация само на CEP17. Полизомия 17 (наличие 
на допълнителна хромозома 17) е относително рядка. Известно е, че амплификацията 
на CEP17 сама по себе си няма предиктивна стойност спрямо терапия, насочена срещу 
HER2.19 По правило HER2 e биомаркер, който стои в основата на сурогатната молеку-
лярна подкласификация на КГ.22 

Доказателства за предиктивно значение. HER2-позитивният статус може да бъде 
предиктор за отговор както към неспецифична, така и към таргентна терапия. Пациен-
ти с КГ с HER2-амплификация могат да имат полза от адювантна химиотерапия, бази-
рана на doxorubicin, както и на paclitaxel, приложен след четири цикъла с doxorubicin/
cyclophosphamide. При HER2-позитивни карциноми може да се наблюдава позитивен 
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ефект от лечение с антрациклини. Допуска се, че отговорът към терапия с антрациклин 
може да се дължи на полизомия на 17-а хромозома или амплификация на HER2-гена и 
амплификация на топоизомераза Iiα.23 Основно HER2-статусът при КГ е специфичен 
предиктивен маркер за отговор към trastuzumab, като приложението му при пациенти 
с авансирали карциноми се свързва с повишена преживяемост без прогресия (ПБП) и 
повишена обща преживяемост (ОП).24 Данни от метаанализ на рандомизирани проуч-
вания при ранен КГ с HER2-позитивен статус показват значима полза от адювантна 
терапия с trastuzumab, значително подобряваща преживяемостта без болест (ПББ) 
и ОП.25 Обобщени данни от последните години показват, че двойното блокиране на 
HER2 с два анти-HER2-медикамента (антитела) – trastuzumab + pertuzumab – е свърза-
но с по-добър ефект от комбинацията анти-HER2 медикамент и химиотерапия.2

При КГ с позитивен хормон-рецепторен и HER2-позитивен статус се наблюдава резис-
тентност към ендокринна терапия, която се дължи на „преплитане“ на двете сигнални 
вериги. Обобщени данни сочат, че при жени в менопауза с метастатичен хормон-ре-
цептор-позитивен карцином, при който е налице ниско туморно натоварване, комби-
нация на анти-HER2-таргетна терапия и ароматазен инхибитор е средство на избор.2, 26 

Използването на trastuzumab в комбинация с химиотерапия като неоадювантно лече-
ние подобрява пълния патологичен отговор и преживяемостта без събитие (ПБС).27 
Важно е да се отбележи, че промяната на HER2-статуса от позитивен в негативен след 
проведена неоадювантна терапия е свързана с повишен риск от рецидив на болестта.28

Част от пациентите с КГ и позитивен HER2-статус не се повлияват от лечение с 
trastuzumab и нерядко след първоначален отговор следва прогресия. Резистентността 

може да се дължи на образуване на хетеродимери EGFR/HER3 или EGFR-хомодимери, 
които активират сигналните пътища. Друг възможен механизъм включва адаптира-
не (пренастройване на PI3K/Akt/mTor-сигналния път).26 Разработени са редица сред-
ства и подходи за таргетна терапия, целяща преодоляване на резистентността към 
анти-HER2-терапия.29 Въпреки това, редица фаза III клинични проучвания показват, 
че след рецидив на карцином, лекуван с първа линия trastuzumab-базирана терапия, 
приложението на trastuzumab като втора линия се свързва с повишена преживяемост. 
Приложението на trastuzumab-базирана терапия като втора линия се препоръчва да 
става с промяна на химиотерапевтика, с който е бил комбиниран на първа линия, или 
включване на mTOR-инхибитор, или преминаване към комбинация от capecitabine 
плюс lapatinib, или превключване към trastuzumab emtansine (T-DM1).2 При част от 
пациентите се идентифицира трункиран цитоплазмен HER2-рецептор, при който се 
наблюдава слаб отговор към анти-HER2 терапия (trastuzumab), но се очаква полза от 
тирозинкиназен инхибитор (lapatinib).23 Обзор и метаанализ на резултати от рандо-
мизирани проучвания на комбинирано приложение на lapatinib и trastuzumab срещу 
самостоятелно прилагане показват значимо подобряване на пълния отговор към тера-
пия (независимо от размер на тумора), ПББ и ОП. Авторите на цитирания метаанализ 
обръщат внимание на относително малкия брой анализирани случаи и възможност-
та от надценяване на реалния ефект от комбинирана терапия. 27 Тъй като trastuzumab 
е с високо молекулно тегло, проникването му през хематоенцефалната бариера е до 
голяма степен затруднено и зависи от фактори, повишаващи проницаемостта ѝ. Това 
налага мозъчните метастази да бъдат третирани допълнително чрез лъчелечение или 
хирургия.26
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A
�� При всички инвазивни карциноми на гърда се препоръчва задължително имунохистохимично определяне на HЕR2-статус чрез валидирани методи и 
тестове. 

�� При HER2 2+ имунохистохимична оценка се препоръчва последващо изследване чрез in situ хибридизация (CISH, SISH, FISH или DBISH).
�� При HER2-позитивни карциноми на гърда се препоръчва обсъждане за анти-HER2 таргетна терапия (trastuzumab, pertuzumab, lapatinib, T-DM1). 

B
�� При метастатична болест се препоръчва ретестване за HЕR2 при възможност за провеждане на биопсия от метастаза.

�� При интерпретация на резултати от оценка на HER2-статус чрез in situ хибридизация с двойна проба се препоръчва да се вземат под внимание съотно-
шението HER2/CEP 17 и среден брой на генни копия, а при използване на единична проба – само среден брой на генни копия; при случаи на полизомия 
и амплификация на CEP17 се препоръчва отбелязването им в биопсичния отговор.

С
�� При карциноми с имунохистохимично позитивен HER2-статус на фона на ниска степен на малигненост (G1) и позитивен хормон-рецепторен статус (ER-
α и PgR) се препоръчва допълнително ретестване (включително повторно имунохистохимично тестване и тестване с in situ хибридизационен метод).

�� При пациенти, провели предоперативно (неоадювантно) системно лечение, се препоръчва повторно изследване на HER2-рецепторен статус.

�� При имунохистохимично изследване трябва да се използват валидирани първични антитела.
�� Тъканните материали, върху които ще се оценява рецепторен статус, трябва да се фиксират до един час след тяхното отстраняване в 10% 
неутрален буфериран формалин с достатъчен обем за период от 6 до 72 часа.

�� Интерпретацията на имунохистохимичното оцветяване трябва да се извършва в контекста на тъканни контроли (външна контрола).
�� При in situ хибридизационно изследване се препоръчва отчитане в медицинската документация и на среден брой на генни копия за HER2 и CEP17, 
особенно при случаи с гранични стойности.

�� Лаборатории, извършващи HER2-имунохистохимични/молекулярнопатологични изследвания, трябва да разполагат със стандартизирана 
процедура и постоянен вътрешен и редовен външен качествен контрол на диагностика.
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HER2-оценка Интензитет на оцветяване 
(преценена на ниско 

увеличение 20x)

Каква част от клетъчната 
мембрана обхваща

% на позитивни клетки Интерпретация 
Клиничен смисъл

HER2 0 липсва оцветяване - - Негативен резултат

слабо, едва доловимо непълно мембранно оцветяване ≤ 10% от туморните клетки

HER2 1+ слабо, едва доловимо непълно мембранно оцветяване > 10% от туморните клетки Негативен резултат

�� Препоръчителни са годишни вътрешни одити на лабораториите за отчитане на процент на позитивни тумори в изследваната популация и 
съпоставянето им с теоретично очаквани резултати.

�� При материал от костни метастази за HER2-тестване се избират меки тъкани, за да се избегне декалцинация. При необходимост от декалцинация 
се препоръчва да се използва протокол с 10% EDTA и in situ хибридизационно изследване.

�� Поради възможна хетерогенност на HER-експресия имунохистохимичната оценка трябва да обхваща оптимален туморен обем. По преценка 
допълнително се изследва друг биопсичен парафинов блок.

�� В стандартната имунохистохимична оценка се включва само инвазивният карциномен компонент. 

�� Синхронни/метахронни карциноми, рецидиви или далечни метастази трябва да се изследват по отделно.

Таблица 1. Оценка и интерпретация на ИХХ-резултати при изследване на HER2-статус при КГ (модифицикация по Wolff AC, et al.4).
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HER2 2+ слабо, едва доловимо до умерено оцветяване, обхващащо непълно 
циркумференцията на клетките 

> 10% от туморните клетки Двусмислен резултат. Ретества се същата тъ-
кан (блокче)с in situ хибридизационен метод 
или друго блокче от пациента с ИХХ или in 
situ хибридизационен метод

интензивно  пълно мембранно оценяване ≤ 10% от туморните клетки

HER2 3+ интензивно пълно мембранно оценяване > 10% от туморните клетки Позитивен резултат

Таблица 2. Интерпретация на резултати от изследване на HER2-статус чрез in situ хибридизационни методи според препоръки на FDA и ASCO/CAP (модифиция по Shah MV, et al.19).

Отчитане на HER2-
статус чрез in situ 
хибридизационен 

метод според 
ЕМА14

Отчитане на HER2 статуса чрез in situ хибридизационен метод според 
критерии с FDA утвърдени китове

Отчитане на HER2-статус чрез in situ хибридизационен метод според критерии 
на ASCO/CAP6

Ventana INFORM 
HER2 dual ISH 

DNA probe assay 
(HER2:Chr17 на 20 

клетки)15

HER2 FISH 
pharmDx™  

(HER2:Cen17 на 20 
клетки)16

SPOT-Light® HER2 CISH 
Kit (Life Technologies) 

(HER2-генни копия на 30 
клетки)17

ASCO/CAP 2007 
*При тестови системи без вътрешна 

контрола18
ASCO/CAP 20134

Негативен 
статус

HER2/Chr 17 < 2.0 
или среден брой 
HER2-генни копия 
≤ 4

HER2/Chr 17 < 2.0 HER2/Cen-17 < 2.0 Един до 5 сигнала (HER2-
генни копия) за ядро 
в > 50% от клетките в 
изследваната зона 

FISH HER2/CEP17 съотношение < 1.8 
илисреден брой HER2-генни копия < 4 
сигнала/ядро 

При използване на единична проба:
•	 среден брой копия за HER2 < 4.0 

сигнала/клетка
При изполване на двойна проба:  
•	 HER2/CEP17 съотношение < 2.0; при 

среден брой на  HER2-генни копия < 
4.0 сигнала/клетка
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Двусмислен 
резултат

- HER2/Chr 17 –  1.8-2.2 
(извършва се броене 
в нови 20 клети и 
определяне  статуса 
на база общо 40-те 
клетки)

HER2/Cen-17 – 
1.8-2.2 (извършва 
се броене в нови 20 
клетки и определяне  
статуса на база общо 
40-те клетки)

Четири до 6 сигнала 
(HER2-генни копия) за 
ядро в > 50% от клетките 
в изследваната зона 
(извършва се броене 
в нови 30 клети и 
определяне  статуса на 
база общо 60-те клетки)

FISH HER2/CEP17 съотношение < 1.8-
2.2 или среден брой HER2-генни копия, 
наброяващи между 4 и 6 сигнала/ядро

Извършва се допълнително броене 
(FISH) или ретестване посредством 
ИХХ-изследване на същия или друг 
материал. При HER2/Cen-17 ≥ 2.0 – 
подходящ за включване в проучвания за 
адювантно приложение  на  trastuzumab

При използване на единична проба:
•	 среден брой копия за HER2 ≥ 4.0 и < 

6.0 сигнала/клетка.
При изполване на двойна проба:  
•	 HER2/CEP17 съотношение < 2.0; при 

среден брой на  HER2-генни копия ≥ 
4.0 и < 6.0  сигнала/клетка

Ретестване посредством друг ISH метод 
или ИХХ-изследване на същия или друг 
материал 

Позитивен 
статус

HER2/Chr 17 ≥ 2.0 
или среден брой 
HER2-генни копия 
> 4

HER2/Chr 17 ≥ 2.0 HER2/Cen-17 ≥ 2.0 Повече от 5 сигнала 
(HER2-генни копия), 
струпвания от генни 
копия, струпвания от 
генни копия и единични 
сигнали в > 50% от ядрата 
на клетките в изследваната 
зона

FISH HER2/CEP17 съотношение > 2.2 
или среден брой HER2-генни копия > 6 
сигнала/ядро 

При използване на единична проба:
•	 среден брой копия за HER2 ≥ 6.0 

сигнала/клетка
При изполване на двойна проба:  
•	 HER2/CEP17 съотношение ≥ 2.0; при 

среден брой на  HER2-генни копия ≥ 
4.0 сигнала/клетка

•	 HER2/CEP17 съотношение ≥ 2.0; при 
среден брой на  HER2-генни копия < 
4.0 сигнала/клетка

HER2/CEP17 съотношение < 2 .0; при 
среден брой на  HER2-генни копия ≥ 6.0 
сигнала/клетка

ЕМА – European medicines Agency, ASCO-CAP – American Society of Clinical Oncology and College of American Pathologists; FDA – Food and Drug Administration (USA); ISH – in situ хибридизация
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1.4.3. Ki-67-пролиферативен индекс
Светлана Христова, Иван Иванов, Савелина Поповска

Молекулярна биология. Ki-67-антиген е нехистонов ядрен протеин, описан за първи 
път през 1983 г. в Университета на Кил, Германия, от J. Gerdes et al. при синтезиране на 
миши моноклонални антитела върху клетъчни линии при болест на Hodgkin.1 Проявя-
ва се с различни нива на експресия в G1, S, G2 и M фази на клетъчния цикъл, но не и 
в G0, което го определя като биомаркер за верификация на пролиферативен клетъчен 
потенциал/растеж на туморна фракция. Високи нива на Ki-67-експресия съответстват 
на изразена туморна пролиферация.2, 3

Аналитични методи за изследване. Клетъчната пролиферация може да бъде оцене-
на посредством различни методи, вкл. микроскопско определяне на брой на митози 
върху хистологични препарати, ДНК-инкорпорация на маркирани нуклеотиди, ниво 
на клетки в S-фаза при флоуцитометрия. Най-често използван и основен метод за ди-
агностика е иммунохистохимично изследване (ИХХ) за експресия на Ki-67-антиген 
чрез MIB1-антитяло върху хистологични срезове от биопсични материали.2 По пра-
вило ИХХ-реакция и оцветка са в пряка зависимост от преданалитична тъканна об-
работка, изискваща бърза фиксация в 10% неутрален буфериран формали (до 1 час) за 
редуциране на т.нар. студена исхемия, водеща до деструкция на таргетния протеин и 
евентуален фалшиво позитивен резултат.2, 3 Разработени са множество схеми за ИХХ-
микроскопска оценка, вкл. и софтуерни програми, които са без сравними резултати по 
отношение на клиничното им значение.4 Липсва общоприет метод за ИХХ определяне 
на Ki-67-експресия/пролоферативен индекс при карцином на гърда (КГ). Праговата 
стойност, над която Ki-67-индексът се приема за висок, варира между отделните ав-

тори и проучвания: 15% при Inwald EC et al., 20% при Rossi L et al. и 30% при Fasching 
PA et al.3, 5, 6  Настоящата и единствена препоръка е дадена през 2011 г. от M. Dowsettet 
al. в International Ki-67 in Breast Cancer Working Group, според която ИХХ Ki-67-ин-
декс се калкулира като процент на сбора от 1+, 2+, 3+ позитивни ядра, локализира-
ни в инвазивния туморен компонент, спрямо негативни туморни клетки, оценени на 
микроскопско увеличение 40х. Оптималният брой преброени позитивни/негативни 
ядра трябва да е от 500 до 1000.7 Поради хетерогенната оцветка, зависеща от фазата 
на клетъчния цикъл, и по-висока пролиферативна активност в периферните туморни 
зони оценката се извършва след предварителен оглед на целия хистологичен препарат 
с препоръка Ki-67-индексът да се определя в зоните на преобладаваща позитивност. 
Обичайно това са инвазивнивните граници, но може да се наблюдава и в изолирани 
интратуморни огнища.7, 8 Съгласно консенсусния панел от St. Gallen Consensus Meeting 
2015 г. интерпретацията на Ki-67 е в зависимост от индивидуалните диагностични 
резултати на конкретната лаборатория. Стойности на Ki-67-индекс ≥ 30%, установе-
ни в 20% от изследваните карциноми, се приемат за сигнификантни и отговарят на 
добра практика, под 10% – за незадоволителни.9, 10  Оценката на Ki-67-експресия е в 
процес на стандатизиране и определяне на репродуктивност, фаза II-III проучване на 
International Ki-67 Working Group относно интерлабораторни методи и контрол.11

Доказателства за предиктивно значение. Високи нива на Ki-67 съответстват на изра-
зена туморна пролиферация и неблагоприятна прогноза със значение за ефективност 
към химиотерапия и лъчелечение.2 В клиникоморфологичен аспект съчетание между 
туморно ниво на ER-α, pTN-статус и свръхекспресия на Ki-67 се приема с прогностич-
но и предиктивно значение при определяне на преживяемост без болест (ПББ) и обща 
преживяемост (ОП). В комбинация с ER-α Ki-67-индексът се използва за диференциал-
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на диагноза между субтипове луминалент А и B на инвазивен дуктален карцином, има-
що изключително важно значение за терапевтичния избор при HER2-негативни тумо-
ри.12-16 Според едни от първите рандомизирани проучвания (PACS01)17 и Breast Cancer 
International Research Group 00118 високи нива на Ki-67 при ER-позитивни тумори оп-
ределят адювантна терапевтична комбинация с прибавяне на docetaxel към fluorouracil 
и epirubicin. По отношение на ендокринна терапия КГ с висок Ki-67-пролиферативен 
индекс е показан за лечение с letrozole.19 Резултати от фаза III на две рандомизирани 
международни проучвания, сравняващи приложение на tamoxifen и exemestane (TEXT) 
плюс супресия на яйчниковата функция (SOFT), показват предимство на exemestane и 
увеличаване на ПББ при пациентки с хормон-позитивен, HER2 негативен КГ и висок 
Ki-67-индекс.20

Предиктивното значение за предоперативна (неоадювантна) химиотерапия е в про-
цес на проучване и стандартизиране на протокола за лечение и ИХХ-оценка на 
Ki-67 върху дебелоиглени (core) биопсии – фаза III мултицентрично проучване на 
Breast International Group и North American Breast Cancer Group.11, 21, 22 В голямо фаза 

II рандомизирано проучване neoMONARCH се оценява промяна на нивата на Ki-67 
при 223 хормон-позитивни/HER2-негативни пациенти при самостоятелно лечение с 
abemaciclib или с комбинация abemaciclib/ anastrozole. Рандомизираните пациенти се 
представят със статистически значимо снижение на Ki-67-експресия и подтискане на 
пролиферативния клетъчен цикъл за период от 15 дни съотв. с 92.6% при комбинирано 
приложение на двата препарата, в 90.6% при самостоятелен abemaciclib и в 63.2% при 
самостоятелен anastrozole (p < 001). В комбинирано рамо на проучването е включено 
и паралелно лъчелечение с наблюдаван позитивен отговор в 54.7% от пациентите.21-24

Понастоящем според адаптираните препоръки на St Gallen International Expert 
Consensus за ИХХ-оценка на туморна пролиферация като висок Ki-67-индекс се прие-
ма стойност ≥ 30%. Тумори с такава величина подлежат на химио- и ендокринна тера-
пия. При нисък Ki-67-индекс ≤ 15% и тумори от тип луминален А се препоръчва само 
ендокринна терапия. Нива между 16-30% се квалифицират в т.нар. „сива зона” и са без 
значение за терапевтичния подход.9, 23

A Кi-67 се препоръчва като прогностичен и предиктивен биомаркер при ER-α/PgR-рецептор позитивни, HER2-негативни карциноми на гърда.

В
�� Имунохистохимично определяне на Ki-67 (MIB1)-експресия се препоръчва при всички инвазивни карциноми на гърда за определяне на луминален А/В 
субтипове на инвазивен дуктален карцином.

�� Препоръчва се имунохистохимично изследване на Ki-67 и върху хирургични биопсии след проведени неоадювантна химио/ендокринна терапия.

C �� Препоръчва се определяне на Ki-67-индекс като процент от преброени 500-1000 клетки от инвазивен туморен компонент.
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C �� При ER-α/PgR-рецептор-позитивен, HER2-негативен ранен карцином на гърда с Кi-67 индекс над 20% се препоръчва обсъждане за адювантна химиотерапия.

D Определяне на Ki-67-индекс върху предоперативни биопсии при избор на неоадювантно лечение е в процес на стандартизиране и понастоящем не се препоръчва.

�� Поради липса на стандартизирана методика самостоятелната предиктивна стойност на Ki-67-индекс е несигурна и интерпретацията му трябва 
да се извършва в комбинация с други клинико-патологични фактори.

�� Задължително е спазване на лабораторните протоколи за преданалитична обработка на тъканите.
�� Имунохистохимичнaта диагностика за определяне на Ki-67-индекс е в процес на стандартизация.
�� Имунохистохимична оценка на Ki-67 (MIB1) се базира на ядрена оцветка, без значение на интензивност на реакция (1+, 2+ или 3+).
�� Имунохистохимична оценка се извършва при налична ядрена оцветка в инвазивния туморен обем, предимно в периферни туморни зони/граници и/
или в полета на най-интензивна реакция в интратуморния обем.

�� Ki-67-индекс се определя като процент след преброяване на 500-1000 позитивни/негативни туморни ядра на микроскопско увеличение 40х в полета с 
най-интензивна експресия при предварителна обзорна оценка на целия карциномен обем на увеличение 20х. Наличен in situ карциномен компонент и 
активирани лимфоцити се изключват.

�� При установяване на гранични стойности на Кi-67-индекс между 15-25% може да се извърши повторна оценка върху друг биопсичен материал. 
�� При гранични стойности за Кi-67-индекс отчитането може да се извърши и в друга лаборатория или в същата лаборатория от друг патолог. 
�� Интерпретацията и оценката на Ki-67-индекс при карцином на гърда е в зависимост от индивидуалните диагностични резултати на конкретната 
лаборатория и изисква вътрешен контрол на резултатите. Стойности на Ki-67-индекс ≥ 30%, установени в 20% от изследваните карциноми, се 
приемат за сигнификантни и отговарят на добра практика, а под 10% – за незадоволителни.

�� Понастоящем не се препоръчва компютър-асистирана оценка на Ki-67-индекс.
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1.4.4. Мултигенни сигнатури
Борис Петров, Милка Георгиева

Тестовете с профилиране на генна експресия са нова парадигма за оценка на потен-
циална полза от химиотерапия, базирана на нива на експресия на специфични гени в 
индивидуални тумори. Няколко мултигенни теста са налични за оценка на риск при ра-
нен карцином на гърда (КГ). Те са най-подходящи за HER2-негативeн луминалeн ранeн 
КГ с до три позитивни аксиларни лимфни възли. При тези пациенти точна оценка на 
риск, базирана на мултигенни тестове, е предиктивен биомаркер за полза от адювантна 
химиотерапия. През 2016 г. в препоръките на ASCO влизат четири мултигенни теста 
(Oncotype DX, EndoPredict, PAM50 и Breast Cancer Index) за рутинно използване при 
ранен КГ.1 В допълнение, пети мултигенен тест – MammaPrint – е включен в препоръ-
ките на AGO (Working Group for Gynecological Oncology Breast Commission).2 Данни от 
проспективно клинично проучване за MammaPrint са представени на AACR 2016 г., т.е. 
след публикуването на препоръките на ASCO.

21-генна сигнатура (Oncotype DX, Recurrence Score). Тестът (Oncotype DX™ Breast 
Cancer Assay (Genomic Health Inc., Redwood City, USA) измерва генна експресия на 
21 гена чрез количествен qRT-PCR на РНК, изолирана от парафинови блокчета. Дава 
т.нар. Recurrence Score (RS – оценка на риск) при жени с ранен стадий, лекувани с 
tamoxifen, ER-позитивни, с негативни лимфни възли. Анализират се 16 гена, отговорни 
за пролиферация, регулация на естрогенов рецептор (ER), HER2-сигнален път и инва-
зия, заедно с пет контролни гена. Резултатътсе изразява като оценка на рецидив (RS) 
от 1 до 100. Туморите се класифицират в три рискови категории, базирани на техния 
RS: нисък риск (RS < 18), умерен риск (RS 18-30) и висок риск (RS ≥ 31).3 Този тест може 

да бъде използван при новодиагностицирани пациенти от всички възрасти с ER-пози
тивен КГ в стадий I или II. Притежава и предиктивна стойност за ползи от ендокринна 
терапия (tamoxifen и/или ароматазни инхибитори) и от адювантна химиотерапия.

Има три проспективни международни клинични проучвания с Oncotype DX за стра-
тификация на пациенти или рандомизация: TAILORx (pN0), RxPONDER (pN1) и WSG-
Plan B (pN0-1). Проучване RxPONDER все още продължава и рамото за нисък риск вече 
е докладвано: пациенти с нисък RS (0-10), лекувани само с ендокринна терапия, имат 
93.8% петгодишна преживяемост без болест (ПББ) и 98% обща преживяемост(ОП).4 

Проучване WSG-Plan B потвърди отличната ОП на пациенти с нисък риск (RS 0-11), 
лекувани само с ендокринна терапия (до три позитивни лимфни възли), с ПББ – 98% 
срещу пациенти на адювантна химиотерапия с 98% за умерен (RS 12-25) и с 92% за ви-
сок (RS > 25).5 Петгодишните резултати за пациенти с нисък RS са 94% ПББ и 99% ОП и 
не се различават значително от пациенти с pN0 и pN1.6

70-генна сигнатура (MammaPrint). Тестът (MammaPrint™; Agendia, Amsterdam, the 
Netherlands) е базиран на ДНК-микрочипова технология. Наскоро бе валидиран за 
работа с тъкани, включени в парафин.7 Дава резултат, определящ две групи с геномно 
нисък и геномно висок риск. Прогностичната стойност на MammaPrint е изследвана за 
нодално негативни и нодално позитивни пациенти (1-3 лимфни възли) в много ретрос-
пективни проучвания8, 9, едно проспективно10, а напоследък – в едно рандомизирано 
проспективно проучване11. Проучване MINDACT е планирано за проспективно вали-
диране на MammaPrint при повече от 6000 пациенти с ранен КГ, за да оцени ролята на 
адювантна химиотерапия при противоречиви резултати между клиникопатологична 
и геномна оценка на риск. Проучването (n = 6693) достига главната си крайна цел с 
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94.7% петгодишна ОП при пациенти с ранен КГ и висок клиничен риск, чиито тумори 
са с нисък риск след тестване с MammaPrint и без адювантна химиотерапия след ран-
домизация.12

EndoPredict. Тестът (Endopredict®; Sividon Diagnostics GmbH, Cologne, Germany/Myriad 
Genetics Inc., USA) комбинира експресията на три пролиферативни гена, пет гена, асо-
циирани с ER-сигнален път и диференциация, и три контролни гена. Точкуването EP 
(EndoPredict [EP] score 0-15) се изчислява на базата на промени в експресията на РНК, 
изолирана от парафинови срезове чрез количествен RT-PCR. Тестът може да се про-
вежда в децентрализирани лаборатории, което значимо скъсява времето до получава-
не на резултат.13 EndoPredict е мултигенен тест, предиктивен за вероятност от развитие 
на метастази за 10 години от началната диагноза при жени с позитивен естроген ре-
цептор (ER+) и негативен HER2, които са нодално негативни или позитивни с 1-3 засег-
нати лимфни възли. Тестът комбинира измервания на генна експресия (ЕР) с нодален 
статус и размер на тумора, като генерира пълен резултат за риска – EPclin. Използва 
се за идентифициране на туморни типове, които няма да имат полза от химиотерапия. 
Публикуваните клинични доказателства са от три проучвания за аналитично и пет 
проучвания за клинично валидиране, където тестът показва възпроизводимост и про-
гностична стойност.  В едно проучване е показано, че резултати от EndoPredict могат 
да променят терапевтични решения.14-17 При пилотно изследване с проби от проучване 
TransATAC за валидиране на Oncotype DX RS, PAM50 ROR и BCI е сравнена прогнос-
тичната информация от RS и EPclin за десетгодишен риск от далечни метастази: EPclin 
дава повече прогностична информация от RS както за първите пет години от поставя-
не на диагноза, така и значимо повече информация за вторите пет години.18

Prosigna (PAM50). Тестът (PAM50; Breast Cancer Prognostic Gene SignatureAssay: 
Nanostring Technologies, Seattle, USA) е базиран на оригинални молекулярни субтипо-
ве КГ и позволява тяхното определяне чрез ползване на сигнатура PAM50 от включена 
в парафин тъкан. Друг резултат е риск от рецидив (ROR Score ) със стойност между 0 
и 100. ROR Score се изчислява на базата на 46 гена плюс референтни гени, пролифе-
рационен резултат и размер на тумор. Пациентите се класифицират в групи с нисък, 
умерен и висок риск на базата на техния ROR Score.19 За клинична практика ROR Score 
включва клинична информация за размер на тумор и нодален статус. Prosigna е вали-
диран за децентрализирано тестване чрез Nanostringn Counter технология.20 PAM50 
ROR Score е клинично валидиран по отношение на прогностичните си свойства в про-
учване ABCSG 8: дава повече и по-сигурна прогностична информация от клинични-
те фактори. Туморите тип луминален А се свързват със значително по-нисък риск за 
рецидив за десет години, отколкото тип луминален B.21 В допълнение, PAM50 и ROR 
Score дават значителна прогностична информация заедно с клиничните фактори и за 
късен рецидив между 5 и 15 години.22 Комбинирани анализи от проучвания TransATAC 
и ABCSG 8 (n = 2137) валидират прогностичната стойност на PAM50 ROR като превъз-
хождаща клиничната информация за късни рецидиви.23 Потвърдена е и прогностич-
ната му стойност за нодално позитивни пациенти.24 В Европа Prosigna отчита субтип 
на КГ и ROR Score, докато в САЩ отчита само ROR Score. Разрешителното на Аме-
риканската Агенция за храни и лекарства (FDA) от 2013 г. подчертава, че „тестът не е 
предназначен за диагноза или да предсказва или детектира отговор към терапия, или 
да помага за селектиране на оптимална терапия за пациенти“.25 

Breast Cancer Index (BCI). Тестът (bioTheranostics Inc, SanDiego, CA, USA) е алго-
ритъм, базиран на генна експресия, включващ две генни сигнатури – отношение 
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HOXB13:IL17BR (H/I) и Molecular Grade Index (MGI). BCI е RT-PCR-тест, който из-
мерва експресия на H/I, MGI и четири контролни гена. Прогностичният скор (BCI 
Prognostic score) има цифрова стойност от 0 до 10 и категоризира нива на риск за късен 
(висок срещу нисък) и общ (висок, умерен и нисък) далечен рецидив. Предиктивната 
оценка (BCI Predictive) дава вероятност за полза от удължена над пет години адювант-
на ендокринна терапия.26 В проучване NCIC CTGMA14 тестът дава прогностична ин-
формация за нодално негативни и нодално позитивни пациенти.27 

Сравняването на наличните геномни тестове показва, че те дават различна информа-
ция и корелацията им е скромна. Също разпределянето на рисковите групи е различ-
но при тестове MammaPrint, Prosigna и EndoPredict, които обикновено класифицират 
повече пациенти с висок риск, отколкото Oncotype DX. От друга страна, основно пре-
димство на EndoPredict е разделяне на пациентите само на две групи (висок/нисък 
риск), което преодолява неинформативни междинни резултати на другите тестове в 
приблизително 20% от случаите. Така всеки тест трябва да се разглежда в контекста на 
подкрепящите го доказателства.28	

A

�� Препоръчва се тестване с мултигенна сигнатура (Oncotype DX, MammaPrint, Prosigna или EndoPredict) за определяне на прогноза и подпомагане на 
решение за прилагане на адювантна химиотерапия при ER-позитивни, HER2-негативни, нодално негативни и нодално позитивни (1-3 лимфни възела) 
пациенти; при нисък риск се обсъжда въздържане от адювантна химиотерапия.

�� Препоръчва се тестване с BCI за определяне на прогноза и подпомагане на решение за прилагане на адювантна химиотерапия при ER-позитивни, HER2-
негативни, нодално негативни пациенти.

Препоръчва се извършване на мултигенни анализи при жени с ранен ER-позитивен/HER2-негативен карцином на гърда, когато класическите клинико-
патологични фактори за определяне на прогноза са двусмислени и недостатъчно информативни.
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1.4.5. APOBEC3B-мутация
Драга Тончева, Мариела Василева

Молекулярна биология. Фамилията APOBEC е съставена от протеини с каталитична 
активност – APOBEC1, APOBEC3 (APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, 
APOBEC3F, APOBEC3G, APOBEC3H) и от деаминаза AID. APOBEC1 деаминира mRNA 
на аполипопротеин B и генерира ApoB48, който играе роля за абсорбцията на липиди, 
приети с храната през тънките черва. 

Генът APOBEC3 кодира протеин, който представлява цитозин-деаминазен ензим. 
APOBEC3 участва в защитни механизми срещу ретровируси и мобилни елементи, като 
деаминира цитозин в урацил в ретровирусната едноверижната ДНК и генерира С> Т 
и С> G мутациии. Според по-нови данни APOBEC3A катализира деаминиране на чо-
вешка геномна ДНК и води до развитие на карцином, метастази и резистентност към 
терапия. Описани са миссенс, нонсенс мутации и делеции при различни ендометриал-
ни, интестинални и стомашни карциноми. Много солидни тумори показват геномни 
белези, които отразяват нарушения, причинени от един или повече APOBEC-ензими. 
Наблюденията, че протеините APOBEC са способни да предизвикват мутагенеза, и да-
нните за тяхната много висока експресия в тумори насочиха изследванията към моле-
кулните механизми и тяхната дисрегулация преди и след APOBEC. APOBEC-цитидин-
деаминази играят роля за натрупване на мутации при много карциноми и определят 
техния мутационен подпис.

Експериментални изследвания хвърлят нова светлина върху инициирането на туморо-
генеза в резултат от експресия на APOBEC3B, който се превръща в онкоген и индуцира 

репликационен стрес.1 По-нови изследвания доказват връзка на APOBEC3B-цитозин-
деаминаза с развитие на карцином на гърда (КГ). Делеция на 30-кв в гена APOBEC3B 
води до образуване на химерен ген APOBEC3A-APOBEC3B, който повишава риска за 
злокачествени тумори на гърда и увеличава разнообразието на мутации в APOBEC-
генна сигнатура. Мутация APOBEC3B* c.783delG води до загуба на функция на гена 
APOBEC3B, асоциира умерено КГ, но вероятно допринася за ранно начало на бо-
лестта.4 Висока експресия на APOBEC3B асоциира с лоша преживяемост без болест 
(ПББ), преживяемост без метастази (ПБМ) и обща преживяемост (OП).4 При неле-
кувани ER-положителни (ER+) и нодално отрицателни пациенти високата експресия 
на APOBEC3B е маркер за лоша прогноза.5 Според авторите генетичните изменения, 
индуцирани от APOBEC3B, допринасят за прогресия на КГ. Наблюдавана е тенденция 
за повишена експресия на APOBEC3B, но не на APOBEC3A или APOBEC3G, в HER2-
позитивни клетъчни линии и корелация между наличие на маркери и репликационен 
стрес.6 Свръхрегулация на APOBEC3B при репликационен стрес зависи отсигнален 
път ATR-CHK1 (checkpoint kinase 1). При изследване на връзката между експресия на 
APOBEC3B и лекарствена чувствителност към CHK1-инхибитора CCT244747 същи-
те автори забелязват тенденция, че маркери за репликационен стрес, включително 
APOBEC3B, могат да бъдат използвани като предиктори за този агент. При анализ на 
всички типове карциноми и клетъчни линии авторите стигат до заключение, че екс-
пресията на APOBEC3B и APOBEC3А е значително асоциирана със чувствителност 
към 16-38 лекарства, т.е. вероятно е маркер за чувствителност към антикарциномни 
агенти. При ER+ КГ в миши модели е установено, че експресия на APOBEC3B обратно 
корелира с клиничната полза от лечение с tamoxifen, липса на експресия – с продъл-
жителен отговор на tamoxifen, а свръхекспресията на APOBEC3B ускорява развитие-
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то на резистентност към tamoxifen в миши ксенографтни модели.7 Тези проучвания 
показват, че при КГ експресията на APOBEC3B води до лекарствена резистентност 
и инхибирането на APOBEC3B-зависим тумор може да бъде ефективна стратегия за 
подобряване на таргетни терапии.

Аналитични методи за изследване. Тъканната експресия наAPOBEC3-гени се опре-
деля чрез количествен PCR и се сравнява с комерсиално достъпни панели от тъканно 
специфични cDNA-проби на донори. Наличието на мутации в APOBEC3 се изследва 
с технология за секвениране от ново поколение (NGS), като за целта се използва кръв 
или букална лигавица. Няма клинично валидирани тестове за търсене на мутации в 
APOBEC3B.

Доказателства за предиктивно значение. APOBEC все още не се използва като прог-
ностичен или предиктивен маркер в клиничната практика, тъй като не е валидиран. 
Няма достатъчни доказателства, че контролът върху неговата свръхрегулацията ще 
подобри терапията на пациентите. Трудно могат да бъдат обяснени противоречиви-
те данни, че рискът за карцином е голям както при висока експресия на APOBEC3B, 
така и при носители на герминативна делеция. Остава нерешен и въпросът за роля-
та на APOBEC3A като клиничен маркер.9 Експерименталните изследвания на КГ ясно 
различават ролята на експресиран APOBEC3B за туморогенеза от другите членове на 
APOBEC3B-фамилия, които са много силно свързани със STAT1/интерферонова генна 
сигнатура на туморите.10

C Засега липсват достатъчно доказателства за предиктивна и прогностична стойност на APOBEC3В-гена при хормон-рецептор-позитивен карцином на 
гърда и не се препоръчва неговото рутинно изследване.
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1.4.6. ESR1-мутации
Драга Тончева, Мариела Василева

Молекулярна биология. Около 70% от карциномите на гърда (КГ) имат експресиран ес-
трогенен рецептор (ER+) и са чувствителни на хормонална блокада. Мутации в гена ESR1, 
кодиращ ER, са свързани с придобита резистентност към ендокринна терапия при пациен-
ти с ER+ метастатичен КГ (мКГ).1 Клетъчното сигнализиране от естроген се медиира чрез 
два естрогенни рецептори: ESR1 (известен също като ER-α) и ESR2 (ER-β). Те принадлежат 
към суперфамилията на ядрените рецептори и по-специално – към семейството на стеро-
идни рецептори, които действат като лиганд-регулирани транскрипционни фактори. ESR1 
и ESR2 имат висока хомоложна последователност и афинитет към едни и същи лиганди. 
Свързването на специфичен лиганд активира ER чрез дисоциация на heat shock протеини 
(HSP70) и димеризация на рецепторни протеини. Транскрипционната активност на ER 
може да се промени от различни видове посттранслационни модификации като фосфо-
рилиране, ацетилиране, убиквитиниране и метилиране. Двата рецептора (ESR1 и ESR2) 
проявяват различни афинитети към някои природни съединения и различни модели на 
експресия в различни тъкани. Транскрипционната активност на ESR1 се определя от ак-
тивността на AF-1 и AF-2, а активността на ESR2 зависи в по-голяма степен от AF-2. ESR1 
и ESR2 имат различни активности според свързания лиганд, клетъчния тип и промотора.

Ендокринната терапия със специфични модулатори/даунрегулатори на естрогенни ре-
цептори (SERMs/SERDs) или инхибитори на синтеза на естрогени (ароматазни инхи-
битори, AIs) е най-важен терапевтичен подход приER+ мКГ. Около 40% са резистентни 
на първа линия ендокринна терапия, а останалите пациенти, които първоначално са 
реагирали на лечението, по-късно развиват резистентност.1

Доказани са няколко горещи точки в гена ESR1, в които най-често настъпват мутации, 
засягащи лиганд-свързващия домейн и водещи до активиране в отсъствие на лиганд. 
Най-чести мутациите са D538G, E380Q и D537S/N/C (80%). Други ESR1-мутации в ли-
ганд-свързващия домейн, асоциирани с придобита резистентност към антиестрогенна 
терапия, са S463P, V534E, P535H, L536Q, L536R, Y537C, Y537S и Y537N. Функционални 
изследвания разкриват, че соматични ESR1-мутации водят до активност на рецептора 
в отсъствие на неговия лиганд (естроген) и придават резистентност срещу няколко ен-
докринни агенти. Резултати от широко мащабни проучвания със секвениране от ново 
поколение (NGS) показват, че ESR1-мутации са рядко явление при първичен КГ и са 
по-чести при метастатичен тумор и в свободно циркулираща туморна ДНК (cfDNA) 
от пациенти с КГ, предварително третиран с ендокринна терапия.2, 3 Все още в кли-
ничната практика ESR1 не се изследва за мутации като валидиран молекулен маркер 
за резистентност.4-6 Допуска се, че ESR1-мутации трябва да бъдат оценени в метаста-
тични лезии или в ctDNA чрез течни биопсии. Наличие на ESR1-мутации е свързано с 
резистеност към ендокринна терапия, затова оценката им при мКГ вероятно ще има 
значение за индивидуализиране на лечението. 

Аналитични методи за изследване. Няколко техники могат да бъдат използвани за 
определяне на ESR1-мутации в тумори или в cfDNA. Те имат предимства и недостатъ-
ци и се различават значително по чувствителност. Методът NGS е утвърден и широко 
използван подход за откриване на мутации в туморна тъкан. Откриване на мутация 
в ctDNA е по-голямо предизвикателство, тъй като се отчита отношението на брой на 
мутантни към брой на “див” тип алели. По правило ctDNA варира между пациенти-
те, като често е под 1% от общата cfDNA и е извън чувствителността на NGS.7 Ето 
защо техниката на дигитална PCR (dPCR) позволява откриване на ctDNA при често-
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ти от 0.001%.8, 9 При dPCR-базирани техники всяка отделна молекула ДНК реагира със 
специфична сонда за “див” тип и с друга сонда – за мутантен тип ESR1. Има няколко 
търговски достъпни dPCR-базирани подходи (ddPCR, BEAMing), различаващи се по-
използвани реагенти, но с подобна чувствителност.10 При сравняване на двата метода 
(NGS сdPCR) за детекция в cfDNA тройно повече ESR1-мутации (D538G) са наблюда-
вани при използване dPCR, отколкото с NGS.11 Други автори използват нова NGS-тех-
ника за определяне на мутации и генна амплификация в ctNDA при пациенти с мКГ и 
доказват, че този подход може да се използва за анализ на динамично променящата се 
туморна хетерогенност и за стратификация на таргетна терапия.12

Доказателства за предиктивно значение. ESR-мутации са рядкост при първичен КГ 
(3% с NGS) и малко по-чести при използване на dPCR. Те са много по-чести в метас-
татични лезии (предимно D538G и Y537S)13 при ER+ пациенти, които са получили ен-
докринна терапия най-малко три месеца (11-55%). От ER+ пациенти, които не са се 
повлияли от многократна ендокринна терапия, около 38% носят мутация D538G.14 

ESR1-мутации са най-чести в костни метастази (1.4% честота на вариантен алел (VAF)) 
и особено при мозъчни метастази (34.3-44.9%) в сравнение с първични тумори (0.07-
0.2%), което показва развитие на ESR1-мутантни субклонове в метастатични тъкани.

При проучване FERGI са изследвани ESR1- иPIK3CA-мутации в тъкан и в cfDNA-проби 
на пациенти, които не са се повлияли от лечение с AI, рандомизирани или на fulvestrant, 
комбиниран с пан-PI3K-инхибитор pictilisib, или на комбинация от fulvestrant и плаце-
бо.15 Честотата на ESR1-мутации в cfDNA е 37%, като честотата на E380Q е доста висока 
(26%). ESR1-мутации не са открити в първични тумори на пациенти с ESR1-мутации в 
cfDNA. PIK3CA-мутации са регистрирани в cfDNA в 40% и са обикновено конкордант-

ни с мутации в метастатична тъкан. При ESR1-мутации по-често има дискордантност 
между cfDNA и метастатични биопсии. Средната VAF за PIK3CA-мутации е значи-
телно по-висока, отколкото за ESR1-мутации (3.6% срещу 0.45%). По-високите VAFs и 
конкордантност на PIK3CA-мутации в туморни тъкани и в cfDNA вероятно отразяват 
ролята им в по-ранни етапи на КГ16, за разлика от ESR1-мутации. Пациенти с различни 
мутации в ESR1 реагират по различен начин на лечение. Клинични анализи в рамото 
с fulvestrant/плацебо показват, че преживяемостта без прогресия (ПБП) не е намалена 
при пациенти с ESR1-мутация в ctDNA в сравнение с ESR1 “див” тип при лечение с 
fulvestrant, както и при пациенти с поликлонални ESR1-мутации или ESR1-мутация с 
VAF над медианата. Също така не е наблюдаван ефект върху ПБП при пациенти със и 
без ESR1-мутации, лекувани с fulvestrant и pictilisib.

В проучване SoFEA пациенти, които преди това са реагирали на лечение с нестероидни 
AIs, са рандомизирани за fulvestrant в съчетание с anastrozole, fulvestrant с плацебо или 
само еxemestane. Мутации са открити в началото на проучването при 39%, от които 49% 
са поликлонални. Пациенти с ESR1-мутация имат по-добра ПБП след fulvestrant (5.7 
месеца) срещу exemestane (2.6 месеца, p = 0.02), за разлика от пациенти с “див” тип, при 
които е намерена подобна ПБП (5.4 срещу 8.0 месеца, р = 0.77). При пациенти, лекувани 
с exemestane, ПБП е по-лоша за пациенти с ESR1-мутации в сравнение с “див” тип (2.6 
срещу 8.0 месеца, р = 0.01).17

В проучване PALOMA3 пациенти без подобрение от предварително проведена ендо-
кринна терапия са рандомизирани за fulvestrant/palbociclib или fulvestrant/плацебо. 
Резултатите разкриват значимо по-продължителна ПБП при пациенти, приемащи 
fulvestrant/palbociclib срещу самостоятелен fulvestrant (9.5 срещу 4.6 месеца, р = 0.0001), 
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особено при ESR1-мутации (9.4 срещу 3.6 месеца, p = 0.002). Не се наблюдава разлика 
в ПБП между пациенти със/без ESR1-мутации, лекувани с fulvestrant/palbociclib (9.4 
срещу 9.5 месеца). 

Проучване BOLERO-2 е единственото голямо изследване върху ОП на пациенти с 
ESR1-мутации.18 Жени в менопауза с прогресия на терапия с AIs, са рандомизирани 
за exemestane, комбиниран с everolimus, или exemestane и плацебо. Като цяло, 29% от 
пациентите са или с D583G- и/или Y537SESR1-мутация в cfDNA. ESR1-мутации са по-
чести при пациенти, които преди това са получили AIs за метастатична болест (33%), 
отколкото при пациенти, които са получавали адювантни AIs (11%). Резултатите по-
казват, че ПБП е значимо по-добра при пациенти, лекувани с everolimus/exemestane в 
сравнение с everolimus/плацебо (7.8 срещу3.2 месеца), но комбинираната терапия не 
подобрява OП.19, 20 В рамото с exemestane пациентите с мутация D538G са с по-кратка 
ПБП, отколкото с “див” тип (2.7 срещу 3.9 месеца). Такава асоциация не се наблюдава 
при анализ на пациенти само с Y537S-мутация. Величината на ПБП при ESR1 “див” тип 
(3.9 месеца) се различава от проучване SoFEA (8 месеца) вероятно поради разлики в 
критериите за подбор. Когато everolimus е добавен към exemestane, това води до по-
добра средна ПБП както при пациенти с D538G-мутация (5.8 месеца; HR0.34, 95% CI 
0.02-0.6), така и при “див” тип (8.5 месеца; HR 0.4, 95% CI 0.3-0.5), което предполага, че 
пациенти с мутирал ESR1 все още може да имат полза от добавяне на everolimus. Такава 
полза не е установена за пациенти само с Y537S-мутация (4.2 месеца; HR 0.98, 95% CI 
0.5-1.9) или с двете Y537S- и D538G-мутации (5.4 месеца; HR 0.53,95% CI 0.2-1.3). Ана-
лиз на ОП според ESR1-мутационния статус установява, че пациенти с мутация имат 
по-лоша преживяемост в сравнение с “див” тип (22 срещу 32 месеца). Типът на мутаци-

ята също влияе върху ОП (26 месеца при D538G- срещу 20 месеца при Y537S-мутация, 
срещу 15 месеца при наличие на двете мутации). Резултатите разкриват по-агресивно 
развитие на КГ при ESR1-мутации.22

При ретроспективен анализ на мутационни профили на голям брой мКГ от проспек-
тивни проучвания (SAFIR01, SAFIR02, SHIVA и MOSCATO), сравнени с данни за 772 
първични КГ (от TCGA), са определени 12 сигнификантни гени: TP53, PIK3CA, GATA3, 
ESR1, MAP3K1, CDH1, AKT1, MAP2K4, RB1, PTEN, CBFB и CDKN2A. Мутациите в ESR1 
и RB1 са водещи и специфични за мКГ. Идентифицирани са 24 различни типове мута-
ции в ESR1, които са локализирани в хормон-рецепторния домейн. Установено е, че 
HR+/HER2− мКГ се различава значително от HR+/HER2− ранен КГ с по-разнообразна 
мутационна сигнатура, свързана с APOBEC3B-активност и с по-висока честота на ак-
тивни гени. RB1-мутации със загуба на функция се откриват при 5% от HR+/HER2− 
мКГ и определят първична резистентност към CDK 4/6-инхибитори. Няколко други 
гени по-често мутират при мКГ в сравнение с ранен карцином, но не покриват крите-
риите за водещи мутации. Генът PALB2 е партньор на BRCA1, а честотата на PALB2-
соматични мутации е 4% при мКГ срещу 0.1% при ранен. Хетерозиготните мутации със 
загуба на функция са рискови за КГ, а герминативните мутации са асоциирани с лоша 
прогноза. PALB2-дефицитен мКГ е чувствителен на PARP-инхибитори. Гени, локали-
зирани в mTOR-пътя (TSC1 и TSC2), много по-често мутират при HR+/HER2− мКГ 
(6%) в сравнение с HR+/HER2− ранен карцином (0.7%). Допуска се, че те играят роля 
за създаване на резистентност към ендокринна терапия. Клинично mTOR-инхибитори 
(everolimus) са одобрени при HR+/HER2− мКГ.21
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�� При пациенти с метастатичен карцином на гърда, прогресирал на предшестваща терапия с ароматазни инхибитори и предстояща ендокринна терапия с 
fulvestrant, се препоръчва обсъждане за тестване за вторична ESR1-мутации с оглед потенциална резистентност към eндокринна терапия.

�� Препоръчва се изследване за наличие на ESR1-мутации в тъкани (първичен тумор или метастаза) или в ctDNA чрез секвениране от ново поколение 
(NGS) и чрез дигитален PCR (dPCR).  

ESR1-мутации в ctDNA все още не се диагностицират рутинно като предиктивни биомаркери в клиничната практика, но може да се изследват при 
клинични проучвания за чувствителност към fulvestrant и резистентност към exemestane и към everolimus (ESR1-мутации Y537S и D538G).
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1.4.7. PIK3CA-мутация
Мариела Василева, Драга Тончева

Молекулярна биология. Фосфатидилинозитол-3-киназите (PI3Ks) са хетеродимерни 
липидни кинази, съставени от каталитична субединица (p110α) и адапторна/регула-
торна субединица (р85), които са кодирани от различни гени. Тези кинази фосфори-
лират фосфатидилинозитол на 3-D позиция от инозитолвия пръстен, генерирайки 
вторични сигнали в клетката, регулирайки клетъчен растеж, диференциация, адхезия, 
апоптоза, оцеляване и движение.1 Членовете на фосфатидилинозитоловата фамилия 
са групирани в три класа според аминокиселинната си последователност, специфич-
ността си към субстрати и тъканното си разпределение. По отношение на регулиране 
на клетъчно делене и туморогенеза най-важни PI3K-протеини са тези, които принад-
лежат към клас IA-каталитична субединица p110α; тя се кодира от PIK3CA-ген. Без 
получен сигнал тази субедница се намира в ниско активно състояние в цитоплазмата; 
при сигнал от растежен фактор SH2-домейнът на р85-регулаторната субединица се 
свързва и фосфорилира тирозина в рецепторите за тирозин-кинази.2 Това свързване 
освобождава инхибирана каталитична субединица и я насочва към плазмената мем-
брана. Активирането на р110-α-субединица води до продукция на фосфатидилинози-
тол-4,5-бисфосфат PIP2 или фосфатидилинозитол 3,4,5-трифосфат PIP3, който насочва 
много адапторни и ефекторни протеини към клетъчната мембрана.3 Един от тях е Akt-
серин-треонин киназа, която има значение за клетъчния цикъл, оцеляване и растеж. 
Регулацията на активацията на PI3K-AKT-сигналната верига се контролира от два ту-
мор-супресорни гена – PTEN и INPP4B. Те често са инактивирани при карцином на 
гърда (КГ), най-вече при тройно негативни тумори. От своя страна, Akt активира про-

теин, наречен мишена за rapamycin при бозайници, или mTOR; това е серин-треонин 
киназа, която също е част от сигналната верига на PI3К, която има основно значение 
за клетъчния метаболизъм. По правило mTOR се отнася към два различни комплекса 
– mTORC1 и mTORC2, които действат по различен начин: mTORC1 е мишена за дейст-
вие на rapamycin и негови аналози.4 Сигналната верига, обединяваща трите ензима, се 
нарича PI3K/Akt/mTOR; активирането ѝ се наблюдава при 70% от КГ.5

Мутациите в PIK3CA-гена са соматични, карцином-специфични и хетерозиготни и могат 
да се разделят на четири класа според домейна на каталитичната субединица, в който въз-
никват: регулаторно свързан домейн, С2-домейн, спирален домейн и каталитичен домейн. 
Повечето мутации се намират в т.нар. “горещи” региони (hotspot) – E542- и E545-спиралeн 
домейн (екзон 9) и в H1047-киназен домейн (екзон 20). По правило E542 и E545 са често за-
менени с лизин, докато H1047 е заменен с аргинин. Много от възникналите мутации про-
менят регулацията на киназната активност на p85-субединицата или каталичината актив-
ност на ензима.6 Много проучвания анализират едновременно нормална и туморна тъкан 
от КГ и установяват, че мутации в PIK3CA-гена се наблюдават само в туморна тъкан. Ме-
таанализи, включващи проучвания с различни тъканни субстрати (замразена тъкан, фор-
малин-фиксирана туморна тъкан), показват честота на мутации около 26%.7 Най-чести са 
активиращите мутации при тумори, позитивни за естрогенен рецептор (ER) – около 42%.8

Аналитични методи за изследване. Мутационният тест Cobas® PIK3CA е PCR в ре-
ално време. С него се определят мутации в екзони 1, 4, 7, 9 и 20 на субединица алфа-
изоформа на гена PI3KCA в ДНК, изолирана от фиксирани с формалин парафинови 
тъканни (FFPET). Тестът е по-чувствителен и по-специфичен за откриване на мутации 
в PIK3CA в сравнение със секвениране по Sanger.
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Доказателства за предиктивно значение. Предклинични проучвания подкрепят ин-
хибирането на сигналната верига на PI3K/Akt/mTOR със специфични инхибитори и 
вече няколко фаза I-III проучвания са проведени при КГ. Едно фаза II рандомизирано 
проучване, публикувано през 2012г., включва постменопаузални пациентки с ER-по-
зитивен, HER2-негативен метастатичен КГ, резистентен на ароматазни инхибитори 
(AIs). Проучването сравнява прилагане на tamoxifen – 20 mg дневно в комбинация с 
everolimus (mTORC1 инхибитор) – 10 mg дневно или само на tamoxifen – 20 mg дневно. 
Крайна цел на проучването е пълен или частичен отговор, или стабилна болест след 
шестмесечно проследяване. Резултатите показват, че едновременно блокиране на си-
гналните вериги на ER и mTOR при пациенти, резистентни на AIs, удължава времето до 
прогресия (ВДП).9 Проучване BOLERO-210 предлага добавяне на everolimus към лече-
нието с AIs при пациенти с хормон-позитивен авансирал КГ; в резултат на това проуч-
ване everolimus е одобрен за лечение на хормон-рецептор-позитивни, HER2-негативни 
тумори, достоверно удължавайки преживяемостта без болест (ПББ).8 Метаанализ от 
2014 г. оценява връзката между мутации в PIK3CA и рецепторна експресия, както и 
значението им като прогностични фактори. Връзката между мутациите в PIK3CA-гена 
и експресията на ER е изследвана при 4754 пациенти от 26 проучвания; установява се 
статистически значима връзка между наличие на мутации и експресия на ER. Отде-
лен анализ, включващ 3507 пациенти от 20 проучвания, намира, че експресията на ЕR 
е също статистически значимо свързана с наличие на мутации в PIK3CA. Най-често 
използван метод за откриване на мутации в цитираните проучвания е чрез директно 
секвениране. В същия анализ се изследва връзка на мутации в PIK3CA-гена с прежи-
вяемостта при около 2000 пациенти. Когато в анализа са включени тумори, незави-
симо от хормоналния статус, не се установява връзка между наличие на мутации и 

обща преживяемост (ОП) или преживяемост без рецидив (ПБР); когато се изследва 
значението на различни мутации според екзона, в който са възникнали, се установява 
по-кратка ОП при мутация в екзон 9. Връзката между PIK3CA-мутации и прогноза-
та при пациенти с ER-позитивен КГ е оценена в осем проучвания, включващи 1021 
пациенти. Пет проучвания (644 пациенти) изследват значението на тези мутации за 
ОП и четири – за ПБР; не се установява статистически значима зависимост между 
наличието на мутации в PIK3CA и преживяемост.11 Друг метаанализ изследва връзката 
между PIK3CA-мутации и преживяемост при пациенти с операбилен КГ (метастатични 
тумори са изключени); анализът включва осем ретроспективни кохортни проучвания 
и показва, че наличието на мутации се свързва с по-добра прогноза при неселектирани 
пациенти.12 Това оставя нерешен въпроса за значението на мутациите в PIK3CA-гена 
като прогностичен фактор.  

След откриване на PIK3CA-мутациите възниква и въпросът за ролята им като пре-
диктивен фактор за резистентност към лечение и като мишена за таргетна терапия.13 
Няколко проучвания, изследващи значението на мутациите в PIK3CA за лечение на 
HER2-позитивни пациенти, предполагат резистентност към trastuzumab-базирана те-
рапия.14, 15 Проучване от 2015 г. изследва връзка на PIK3CA-мутации с полза от неоа-
дювантна анти-HER2-терапия; от 355 HER2-позитивни пациенти мутации в PIK3CA са 
установени в 23% от туморите. Пациенти, лекувани с комбинация от trastuzumab плюс 
lapatinib и без мутация в PIK3CA, постигат патологичен пълен отговор (pCR) в 53.1% 
от случаите, докато тези с налична мутация – само в 28.6% и разликата е статистиче-
ски значима.16 Понастоящем инхибитори на PIK3CA, AKT и mTOR са предлагани като 
таргетна терапия при карциноми, носители на мутации в PIK3CA. Засега PIK3CA- и 
AKT-инхибиторите са в много ранна фаза на изследване. От друга страна, mTOR-ин-
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хибитори са одобрени от Американската Агенция за храни и лекарства (FDA) за лече-
ние на метастатичен ER-позитивен КГ, но няколко проучвания не са успели да докажат, 
че наличие на PIK3CA-мутации е маркер за полза от терапия. Понастоящем липсва 
клинично валидирана терапия, насочена към PIK3CA-мутации при КГ.17 Във фаза III 
клинично проучване BELLE-3 с PI3K-инхибитор buparlisib е доказано, че комбинира-

нето му с ендокринна терапия има добър ефект за пациенти с хормон-рецептор  пози-
тивен КГ, авансирал след лечение с everolimus плюс exemestane; подгрупата с PIK3CA-
мутация демонстрира по-дълго ВДП (4.7 месеца) спрямо общата група, третирана с 
buparlisib (3.9 месеца).18

C
�� При постменопаузални пациенти с метастатичен хормон-рецептор-позитивен, HER2-негативен карцином на гърда, прогресирал на предшестваща 
терапия с ароматазни и mTOR-инхибитори и с предстояща терапия с PI3K-инхибитор (buparlisib плюс fulvestrant), се препоръчва обсъждане за тестване 
за PIK3CA-мутации с оглед потенциалното им влияние върху лекарствената ефективност.

�� Препоръчва се изследване за PIK3CA-мутации чрез количествен PCR или секвениране.

D При пациенти с ранен или метастатичен HER2-позитивен карцином на гърда, показани за анти-HER2-терапия с trastuzumab и lapatinib, се препоръчва 
обсъждане за тестване в клинични проучвания на PIK3CA-мутации с оглед потенциалното им влияние върху лекарствената ефективност.

Генетично изследване на PIK3CA-мутации не трябва да се прави рутинно за избор на терапия, освен за целите на клинични проучвания.

ЛИТЕРАТУРА
1.	 Fruman D, Meyers R, CantleyL, et al. Phosphoinositide kinases. Annu Rev Biochem 1998; 67: 481-507
2.	 Bader A, Kang S, Vogt P, et al. Cancer-specific mutations in PIK3CA are oncogenic in vivo. Proc Natl 

Acad Sci USA 2006; 103: 1475-1479
3.	 LigrestiG,  Militello L,  Steelman L, et al. PIK3CA mutations in human solid tumors Role in sensitivity 

to various therapeutic approaches. Cell Cycle 2009; 8 (9): 1352-1358

4.	 PaplomataE, O’Regan R. The PI3K/AKT/mTOR pathway in breast cancer: targets, trials and biomark-
ers. Ther Adv Med Oncol 2014; 6 (4): 154-166

5.	 Castaneda C, Cortes-Funes H, Gomez H, et al.  The phosphatidyl inositol 3-kinase/AKT signaling 
pathway in breast cancer. Cancer Metastasis Rev 2010; 29: 751-759

6.	 Huang C, Mandelker D, Schmidt-Kittler O, et al. The structure of a human p110alpha/p85alpha com-
plex elucidates the effects of oncogenic PI3K-alpha mutations. Science 2007; 318: 1744-1748



70

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · Том I – СОЛИДНИ ТУМОРИ	 НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
7.	 Troxell M. PIK3CA/AKT1 mutations in breast carcinoma: A comprehensive review of experimental 

and clinical studies. J Clin Exp Pathol 2012; S1: 002
8.	 Deya N, Dea P, Leyland-Jones B, et al. PI3K-AKT-mTOR inhibitors in breast cancers: From tumor cell 

signaling to clinical trials. Pharmacology & Therapeutics. Available online 16 February 2017
9.	 BachelotT, Bourgier C, Cropet, C, et al. Receptor–positive, human epidermal growth factor receptor 

2-negative metastatic breast cancer with prior exposure to aromatase inhibitors: A GINECO Study. J 
Clin Oncol 2012; 30 (22): 2718-2724 

10.	 Beaver J, Park B. The BOLERO-2 trial: the addition of everolimus to exemestane in the treatment of 
postmenopausal hormone receptor-positive advanced breast cancer. Future Oncol 2012; 8 (6): 651-
657

11.	 Pang B, Cheng S, Sun S, et al. Prognostic role of PIK3CA mutations and their association with hor-
mone receptor expression in breast cancer: a meta-analysis. Scientific Reports 4, 2014; Article num-
ber: 6255 

12.	 Liu Y, Jiang Y, Zuo W. PIK3CA mutations define favorable prognostic biomarkers in operable breast 
cancer: a systematic review and meta-analysis. Onco Targets and Therapy 2014; 7: 543-552

13.	 Samuels Y, Wang Z, Bardelli A, et al. High frequency of mutations of the PIK3CA gene in human 
cancers. Science 2004; 304: 554

14.	 Berns K, Horlings H,Hennessyet B, et al.  A functional genetic approach identifies the PI3K pathway 
as a major determinant of trastuzumab resistance in breast cancer. Cancer Cell 2007; 12: 395-402

15.	 Wang L, Zhang Q, Zhang J, et al. PI3K pathway activation results in low efficacy of both trastuzumab 
and lapatinib. BMC Cancer 2011; 11: 248

16.	 MajewskiI,  Nuciforo P,  Mittempergher L. PIK3CA mutations are associated with decreased benefit 
to neoadjuvant human epidermal growth factor receptor 2–targeted therapies in breast cancer. J Clin 
Oncol 2015; 33 (12): 1334-1339

17.	 Badve S, Gökmen-Polar S. Molecular pathology of breast cancer, 2016; p. 313
18.	 Di Leo A, Seok Lee K, Ciruelos E, et al. BELLE-3: A phase III study of buparlisib + fulvestrant in 

postmenopausal women with HR+, HER2–, aromatase inhibitor-treated, locally advanced or meta-
static breast cancer, who progressed on or after mTOR inhibitor-based treatment. SABCS 2016, Abstr. 
S4-07



71

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · Том I – СОЛИДНИ ТУМОРИ	 НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017

1.4.8. BRCA1/2-мутации
Радка Кънева, Драга Тончева

Молекулярна биология. Синдромът на наследствен карцином на гърда и овариален 
карцином е най-често срещаната наследствена онкологична болест, като мутации в 
BRCA1- и BRCA2-гените обясняват около 15 до 20% от фамилните случаи на карцином 
на гърда (КГ). Честотата на BRCA-мутациите при КГ без фамилна анамнеза са съотв. 
1-7% за BRCA1 и 1-3% за BRCA2.1 BRCA1- и BRCA2-протеините участват в поправката 
на ДНК чрез хомоложна рекомбинация, регулация на клетъчния цикъл и транскри-
пция. Носителството на единично мутирало копие на един от двата гена значително 
повишава риска за развитие на карцином. Средният кумулативен риск към 70-годишна 
възраст за BRCA1-носители за КГ е 60%, 59% – за овариален карцином (ОК) и 83% – 
за контралатерален КГ. За носители на BRCA2-мутации съответните рискове са 55%, 
16.5% и 62%.2 Изготвени са препоръки за селекция на пациенти с висок риск за наличие 
на мутации в BRCA1 и BRCA2.3, 4 Съгласно препоръките на NCCN и АCOG генетично 
изследване и консултиране се препоръчват по време на диагноза на всички пациентки 
с фамилна история, ранно начало и тройно негативни. Други препоръки като тези на 
ESMO и страни от Западна Европа се основават на фамилна история за КГ или ОК. 

В тумори, предизвикани от герминативна мутация в BRCA1 или BRCA2, единственото 
здраво копие се уврежда от соматична мутация и обуславя дефицит в системата за 
поправка на ДНК чрез хомоложна рекомбинация (HR). Това повишава уязвимостта на 
туморните клетки към агенти, увреждащи ДНК, и PARP-инхибитори. Платина-съдър-
жащите цитостатици причиняват двойноверижни скъсвания в ДНК, които не могат да 
бъдат поправени в отсъствие на HR. По подобен механизъм поли-АДФ-рибоза (PARP) 

полимеразите имат важна роля при поправката на едноверижни скъсвания в ДНК. 
PARP-инхибиторите предизвикват акумулиране на едноверижни скъсвания в ДНК, 
които прерастват в двойноверижни и при нефункциониращи BRCA1 или BRCA2 водят 
до т.нар. синтетичен леталитет на туморни клетки.5-7

Функционалността на BRCA1 е необходима за осъществяване и на таксан-индуцира-
на програмирана клетъчна смърт; някои клинични проучвания демонстрират намале-
на чувствителност към химиотерапия с таксани при тумори с мутации в BRCA1. Други 
клинични проучвания отчитат ефективност на таксани и при BRCA1-мутантни тумори, 
която най-вероятно се дължи на запазване на второ копие на BRCA1, възстановяване на 
BRCA1-функционалността посредством вторични мутации или влияние на други факто-
ри. Обратно, антрациклините демонстрират значителна активност при BRCA-мутантни 
карциноми. Поради повишената геномна нестабилност, тумори с мутации в BRCA се ха-
рактеризират с повишена антигенност и потенциална чувстителност при имунна терапия.6

Профилактика при носители на BRCA-мутации. Няколко стратегии за редуциране на 
риска се прилагат за индивиди с установени патогенни BRCA-варианти съгласно пре-
поръките на NCCN и ESMO.1, 3, 4 За пациенти с КГ се препоръчват клинично и инстру-
ментално проследяване и/или профилактична хирургия, според стадия на болестта по 
време на посттестовото генетично консултиране. Препоръчва се и ежегодна мамогра-
фия и билатерална магнитнорезонансна томография (МРТ) на гърдите от 25-30-го-
дишна възраст. Въпреки съществуващите доказателства за ползи от химиопревенция, 
в момента най-ефективните стратегии са профилактична мастектомия и салпинго-оо-
форектомия. Профилактичната мастектомия снижава риска за КГ с 90%, а профилак-
тичната салпинго-оофоректомия – с около 50% и подобрява преживяемостта.5
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Аналитични методи за изследване. Изследванията за герминативни BRCA-мутации 
се осъществяват с ДНК, изолирана от периферна кръв. Изследванията за BRCA-мута-
ции на ДНК, изолирана от туморна тъкан, могат да покажат както герминативни, така 
и соматични варианти. За да се установи естеството на намерената мутация е необхо-
димо допълнително да се анализира нормална тъкан (кръв или друга здрава тъкан). В 
почти всички случаии герминативните варианти са унаследени от родителите и само в 
редки случаи (около 1%) са възникнали de novo. Генетичните изследвания се извършват 
чрез валидирани методи за ДНК-секвениране по Sanger или секвениране от ново поко-
ление (NGS). Чрез секвениране се идентифицират малки вариации (еднонукелотидни 
замени, инсерции/делеции на няколко двойки нуклеотиди) и се откриват около 90% от 
патогенните варианти. Допълнително се прилага и т.нар. multiplex ligation-dependent 
probe amplification (MLPA) тест или multiplex amplicon quantification (MAQ), за да се 
изключи наличие на големи делеции в BRCA-гените, включващи един или повече ек-
зони. За изследване на соматични мутации няма стандартизиран метод. Прилагането 
на NGS, позволяващо голяма дълбочина на прочитите на всеки нуклеотид, висока спе-
цифичност и чувствителност, се налага като предпочитан метод. Разработват се раз-
лични алгоритми, улесняващи класификацията на откритите варианти и преценяващи 
връзката им с отговора към определени лекарства, например PARP-инхибитори. Раз-
работени са специфични критерии за интерпретация на клиничната значимост на гер-
минативни варианти в BRCA-гените от Evidence-based Network for the Interpretation of 
Germline Mutant Alleles (ENIGMA). Класификацията на генетичните варианти включ-
ва: патогенни, вероятно патогенни, варианти с неясно клинично значение, вероятни 
бенигнени и бенигнени полиморфизми. Патогенните варианти са свързани със значи-
телно повишен риск от развитие на болест. 

Доказателства за предиктивно значение. Дефицит на хомоложна рекомбинация от 
BRCA1/2-мутации прави клетките чувствителни на ДНК-увреждащи агенти, докато 
наличието на функционален BRCA1 повишава чувствителността към антимикротубул-
ни агент. Данните за предиктивната роля на BRCA1/2-мутациите при КГ са противо-
речиви. Ретроспективни изследвания показват по-добър отговор на платина-базирана 
терапия и по-лош при терапия с таксани при неоадювантни условия.9 Arun et al. де-
монстрират добър отговор на антрациклин-таксан-базирани терапии при носители на 
BCRA-мутации, подложени на неоадювантна химиотерапия.12 Напоследък BRCA-му-
тационният статус се използва като биомаркер за подбор на пациенти за клинични 
проучвания с PARP-инхибитори и платина-базирани режими при КГ. Преклинични 
доказателства предлагат химиотерапия с платина за лечение на тройно негативен КГ 
(ТНКГ) и особено за BRCA1-мутантни карциноми. При клетки с дефицит на хомолож-
на поправка на ДНК (BRCA1-асоциирани) carboplatin и cisplatin проявяват антиту-
морно действие чрез усилване на податливостта към увреждане на ДНК.10 Byrski et al. 
демонстрират 61% пълен отговор при неоадювантна терапия с cisplatin на пациенти 
с КГ и мутации в BRCA1.11 Cisplatin превъзхожда други неоадювантни терапевтични 
режими при носители на BRCA1 мутации; няколко отделни изследвания демонстри-
рат високата ѝ ефективност при нетретиран с химиотерапия BRCA1-асоцииран КГ.12-14 

Употребата на платинени съединения при метастазирал КГ е слабо проучена. Byrski 
et al. демонстрират 80% отговор при нетретирани и третирани с химиотерапевти-
ци носители на BRCA1-мутация.7 Isakoff et al. изследват carboplatin или cisplatin при 
BRCA1/2-мутации и отчитат отговор при 54.5%.15 Tutt et al. демонстрират преимущест-
ва на carboplatin спрямо docetaxel при метастатичен ТНКГ, изразяващи се в повишен 
отговор (68% срещу 33%) и преживяемост без прогресия (ПБП) (6.8 срещу 3.1 месе-
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ца).5, 16 Транслационният консорциум за изследване на карциноми на гърдата (TBCRC) 
провежда проучване на монотерапия с платина при метастатичен ТНКГ; наблюдава 
се обща степен на отговор (ОСО) 30% и степен на клинични ползи (СКП) 34% при 
първа или втора линия. Заключението е, че BRCA-мутационният статус и анализът на 
p63/p73 вероятно ще подпомогнат идентифициране на пациенти с най-висока полза.17 
Няколко клинични проучвания изследват добавяне на платинени съединения към 
неоадювантна химиотерапия с таксани и антрациклини; демонстрирани са значими 
повишения на нивата на пълен отговор, но и по-висока хематологична и неврологична 
токсичност. Заради добавената токсичност и малките ползи за повишаване на общата 
преживяемост (ОП) carboplatin и cisplatin не са включвани рутинно при неоадювантно 
лечение на ТНКГ. Няколко големи текущи проучвания изследват ползата от добавя-
не на платинено съединение към стандартна адювантна химиотерапия (NRG-BR003 и 
подобни проучвания в Китай и Корея).18 Комбинирането на платинени съединения с 
epirubicin и 5-fluorouracil постига висока степен на пълен клиничен отговор.19

Значително постижение в таргетната терапия е разработването на агенти, предизвик-
ващи синтетичен леталитет при тумори с BRCA1-и BRCA2-мутации.6 Демонстриран 
е усилващ ефект на PARP-инхибиторите върху въздействието на лъчелечение, алки-
лиращи химиотерапевтици, инхибитори на топоизомеразите и платинени съедине-
ния.19 Във фаза I и II клинични проучвания монотерапия с PARP-инхибитори постига 
обективен отговор в 10-30% при метастазирал КГ, носещ мутации в BRCA, и ниска или 
липсваща активност при карциноми без мутации. Най-широко изследваният PARP-

инхибитор olaparib демонстрира ОСО между 8% и 22% в различни малки проучва-
ния.18-21 Клинични проучвания демонстрират ефективност на монотерапия с olaparib 
при носители на герминативни BRCA1/2 мутации с КГ, ОК, карцином на панкреас и 
простата.22, 24, 25 Демонстрирана е ефективността на olaparib при носители на мутации 
в BRCA с ОК, чувствителен към платина.23 Преклинични изследвания потвърждават 
ефективността на този подход при КГ. Комбинирането на olaparib и carboplatin е добре 
поносимо при КГ и ОК с герминативни BRCA1/2-мутации.27 Друго фаза I проучване 
демонстрира добра поносимост и ефективност на комбинирана терапия с olaparib и 
пегилиран липозомен doxorubicin (PLD) при КГ.28 PARP-инхибиторът niraparib постига 
50% отговор при КГ, свързан с мутации в BRCA1/2. Висока степен на контрол върху 
КГ и ОК с мутации в BRCA се постига и при терапия с rucaparib.28 Комбинирането на 
veliparib с carboplatin постига повишена ОСО (51% срещу 26%) спрямо стандартна хи-
миотерапия в проучване I-SPY 2.29 Голяма част от клиничните проучвания с PARP-ин-
хибитори включват пациенти с мутации в BRCA1/2, подложени на предишна терапия; 
по време на цитотоксична терапия се наблюдава възстановяване на функционалността 
на BRCA1/2 и развитие на резистентност. PARP-инхибиторите са нискоефективни при 
карциноми с развита платина-резистентност.5 Резултати от фаза III рандомизирано 
клинично проучване при HER2-негативен метастатичен КГ (OlympiAD) показват, че 
монотерапия с olaparib дава значимо преимущество пред стандартна химиотерапия: 
ОСО – 59.9% срещу 28.8% при стандартна химиотерапия и удължаване на ПБП с 2.8 
месеца.30
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A Препоръчва се изследване на герминативни или соматични BRCA-мутации при всички пациенти с карцином на гърда с ранно начало (< 40-годишна въз-
раст), или тройно негативен карцином на гърда или тумори, отговарящи на критериите за фамилен карцином на гърда/овариален карцином.

B При пациенти с карцином на гърда и установени BRCA-мутации се препоръчва включване в клинични изследвания с PARP-инхибитори и платина-бази-
рани цитостатици.

C

�� На пациенти с карцином на гърда с установени патогенни BRCA-мутации при посттестово генетично консултиране се препоръчват клинично и 
инструментално проследяване и/или обсъждане за риск-редуцираща (елективна) хирургия (билатерална мастектомия, салпинго-оофоректомия) според 
стадия на болестта и възрастта на пациентката.

�� На пациенти с карцином на гърда с установени BRCA-мутации се препоръчва обсъждане за приложение на tamoxifen с цел намаляване на риска от 
контралатерален карцином.

�� При пациенти с BRCA-негативен карцином на гърда, отговарящ на критериите за скрининг за наследствен карцином на гърда и овариален карцином, се 
препоръчва изследване с панел от гени за генетична предразположеност.

�� При пациенти, на които се провежда генетично изследване за герминативни BRCA-мутации, се предлага пре- и посттестова генетична консултация.
�� Генетични изследвания за герминативни и соматични мутации се извършват в утвърдени генетични лаборатории чрез директно секвениране или 
секвениране от ново поколение (NGS).

�� Изследване за големи делеции в BRCA1/2-гени се извършва чрез валидирани методи като MLPA.
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1.4.9. FCGR3A-полиморфизми
Мариела Василева, Драга Тончева

Молекулярна биология. Рецепторите FCGRs са подразделени на три класа според ге-
нетичната им хомоложност: FcgR1/CD64, FcgR2/CD32 и FcgR3/CD16.1 Всеки отделен 
тип се кодира от специфични гени, локализирани в един и същи район на първа хромо-
зома, които са експресирани в различни клетъчни типове: FCGR1A, FCGR1B, FCGR1C; 
FCGR2A, FCGR2B1, FCGR2B2, FCGR2B3, FCGR2C; FCGR3A и FCGR3B. Два гена – 
FCGR3A и FCGR3B – кодират две алтернативни изоформи на Fc-рецептор с нисък афи-
нитет за IgG (FCGR3 или CD16), които имат тъканно специфична експресия. Рецеп-
торът FCGR3A (CD16a) е трансмембранен протеин, експресиран върху повърхността 
на повечето клетки от имунната система – моноцити, дендритни клетки, макрофаги, 
клетки убийци (NK), тромбоцити и ендотелни клекти, както и в субпопулация на Т-
клетки. За разлика от него, FCGR3B е експресиран в неутрофили и еозинофили след 
стимулация с гама-интерферон. Клетките NK експресират повече FCGR3A, отколкото 
FCGR2A, а дентритните клетки, макрофагите и В-клетките експресират едновременно 
FCGR2A и FCGR3A. В екстрацелуларния домейн 2 на FCGR3A е идентифицирана еди-
нична нуклеотидна замяна – субституция T>G в позиция 4985 (SNP rs396991), която 
кодира фенилаланин (F-алел), вместо валин (V-алел), на 158 място в генния продукт 
(158F/V). Вариант V се характеризира с висок афинитет към IgG1 и IgG3. F-изоформата 
има нисък афинитет, играе важна роля за имунни възпалителни процеси при повтаря-
щи се вирусни инфекции (ревматоиден артрит, системен eритематоден лупус, алои-
мунна неонатална неутропения) и повлиява ефекта от терапия на различни болести с 
rituximab (анти-CD20). Основен механизъм за терапевтично действие на моноклонал-

ни антитела като cetuximab, rituximab и trastuzumab е антитяло-зависима клетъчна 
цитотоксичност (ADCC).2-5 Моноклоналното антитяло има два фрагмента: Fab-фраг-
мент, свързващ антигена на туморни клетки, и Fc-фрагмент, скачен към активиран 
FCGR3A-рецептор на ефекторната клетка. По този начин моноклоналното антитяло 
образува мост между туморната и ефекторната клетка и последва лизис на таргетна-
та клетка, която е прикрепена върху ефекторната клетка.6, 7 Рецепторът FCGR3B на 
бели кръвни клетки е част от този механизъм. Ефектът от терапия с моноклонални 
антитела зависи от специфичните полиморфизми в двата гена – FCGR2A (H131R)8, 9 и 
FCGR3A (V158F)9, 11, 12, тъй като рецепторите проявяват различен афинитет към моно-
клонални антитела (mAbs).

Аналитични методи за изследване. Използвани методи за детекция са изолиране на 
геномна ДНК, амплифициране на таргетния регион, съдържащ тестовия полиморфи-
зъм, чрез полимеразна верижна реакция (PCR) и директно секвениране. 

Доказателства за предиктивно значение. При метаанализ на 1050 пациенти с нехо-
джкинов лимфом от 10 проучвания не са установени убедителни данни за връзка на 
полиморфния вариант 158V/F в FCGR3A-ген с отговора на rituximab-базирана тера-
пия.13 Проведен е метаанализ на 907 пациенти с метастатичен колоректален карцином, 
лекувани с cetuximab-базирана терапия, с цел да се определи ролята на полиморфизми 
V158F в FCGR3A за клиничен отговор, степен на контрол върху болестта и прогноза.14 
Пациенти с F-алел имат по добър контрол върху болестта от тези с 158VV-генотип. 
Резултатите показват, че FCGR-полиморфизъм се асоциира с терапевтичния ефект и 
прогнозата при пациенти с cetuximab.
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Ретроспективен анализ на 31 проучвания (NSABP B-31) включва 2119 жени с ERBB2/
HER2-позитивен карцином на гърда, лекувани с адювантен режим doxorubicin/
cyclophosphamide, последван от paclitaxel плюс седмичен trastuzumab в продължение 
на една година. Полиморфизми FCB3A-158V/V или FCB3A-158V/F предсказват ефект 

от trastuzumab, постигайки почти 70% по-висока преживяемост без болест. При това 
изследване ефектът от анти-HER2-терапията е по-слаб при хомозиготни пациенти за 
F-алел, за разлика от предишни анализи, при еднакъв дизайн на проучването.15	

C
�� При пациенти с ранен HER2-позитивен карцином на гърда и предстояща адювантна терапия с trastusumab може да се обсъжда изследване на 
полиморфизъм 158V/F в FCGR3A с оглед потенциалното му влияние върху лекарствената ефективност.

�� Препоръчва се да се извършва секвениране за определяне на полиморфизъм 158V/F в FCGR3A-гена.

Полиморфизъм 158 V/F в FCGR3A-гена не се изследва рутинно за определяне на прогноза и избор на терапия, освен за целите на клинични проучвания.
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1.4.10. CYP2D6-генотипизиране
Димитър Калев, Асен Дудов

Молекулярна биология. Биомаркерът е свързан с метаболизма на селективния естро-
ген-рецепторен модулатор (SERM) tamoxifen, индициран за ендокринна терапия при 
ранен и авансирал карцином на гърда (КГ). Известен е и с обозначението Cytochrome 
P450 2D6. Двата негови по-активни метаболити са 4-хидрокситамоксифен (4-OH-та-
моксифен) и 4-хидрокси-N-десметилтамоксифен (ендоксифен).1 В серия от изследва-
ния се доказва, че ендоксифен, сравнен с 4-OH-тамоксифен, притежава in vitro екви-
валентна потенция за свързване с естрогенни рецептори алфа и бета (ER-α и ЕR-β) и 
съотв. за супресия на ER-зависими човешки клетъчни линии от КГ.2 При жени, приема-
щи 20 mg tamoxifen дневно, плазмената steady-state концентрация на ендоксифен е от 6 
до 20 пъти по-висока от тази на 4-OH-тамоксифен.1 Докато метаболизмът на tamoxifen 
към 4-OH-тамоксифен се катализира от множество ензими, ендоксифен се формира 
чрез оксидиране на N-десметилтамоксифен, медиирано предимно от CYP2D6.3

Аналитични методи за изследване. Фармакогеномното/фармакогенетичното изслед-
ване на CYP2D6-генотипа се осъществява чрез три валидирани търговски платформи: 
(i) AmpliChip CYP450 Test (Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ), (ii) xTAG CYP2D6 
assay (Luminex, Austin, TX) и (iii) AutoGenomics (Carlsbad, CA).7 Като заместител на 
генетичните тестове се използват циркулиращи плазмени нива на ендоксифен, но само 
допълнителният им анализ, класифициран по метаболитен фенотип, може да предос-
тави информация за това дали по-високи нива корелират с подобрена преживяемост.8 
Ръководството за фармакогенетика на Националната академия за клинична биохимия 
(NACB, USA) препоръчва анализите да включват тестове за генетични варианти със 

следните допълнения: (i) по-добро дефиниране на влиянието на ензимната функция 
или (ii) ясна връзка между варианта и наблюдаваното влияние върху лекарствената 
фармакокинетика, фармакодинамиката или токсичност.9 Обосновката е, че когато 
е налице ясна причинно-следствена връзка между вариант и степен на метаболитен 
клирънс, фенотипът може да бъде предвиден с голяма надеждност. Функционалните 
последствия от промените на секвенциите са разнообразни: един вариант може самос-
тоятелно да премахне ефекта на протеина (например 1846G > вариант на *4) или може 
да направи това в комбинация с друг самостоятелен вариант. От друга страна, вариант 
100C > T може да намали активността на протеина, без да го премахне, което води до 
алели, “снижаващи функцията”, какъвто е *10. Дори когато промяната на секвенциите 
сама по себе си няма ефект върху протеина, може да се окаже в неравновесна връзка 
с други (като част от хаплотип), променяйки протеиновата активност.9 Разлики могат 
да съществуват между in vitro и in vivo измервания: ако лекарството се метаболизира 
също и от други ензими, in vitro експерименти не могат да отразят реалната активност 
на определен алел.10

Доказателства за предиктивно значение. Генът CYP2D6 е високо полиморфен, ло-
кализиран е в хромозома 22q13.1, включвайки повече от 70 големи алела с 4 добре 
дефинирани фенотипа: лош (PM), среден (IM), разпространен (EM) и свръхбърз (UM) 
метаболизатор. Доказано е, че CYP2D6-генетични варианти, водещи до ниска или 
липсваща CYP2D6-активност, или лекарственоиндуцирано инхибиране на CYP2D6 
сигнификантно снижават плазмената концентрация на ендоксифен.4 Фенотипът за 
лош метаболизатор (PM) демонстрира корелации с двукратно-трикратно по-висок 
риск за рецидив на КГ в сравнение с фенотипа CYP2D6 EM.5 Въз основа на тези дан-
ни Американската Агенция за храни и лекарства (FDA) препоръча изследването на 
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CYP2D6-генотипа като важен предиктивен биомаркер, свързан с ефективността на 
tamoxifen.1 Тази препоръка обаче бе отменена след метаанализ на петгодишна прежи-
вяемост от три проспективни проучвания с 4793 пациенти (ATAC, BIG 1-98 и ABCSG8) 
за монотерапия с адювантен tamoxifen при постменопаузални жени с ER-позитивен 
карцином на гърда, който демонстрира корелация на лекарствената ефективност с 
CYP2D6-генотипа: PM-генотипът достоверно корелира с по-ниска преживяемост без 
болест (HR = 1.25; CI 95% = 1.06-1.47; p = 0.009), но като цяло CYP2D6-статусът е ста-

тистически незначим поради липса на уточнени продължителност на прием, менопау-
зален статус и годишно проследяване (criterion 3, n = 4935; p = 0.38).6 Засега липсата на 
точно дефинирани включващи критерии изисква бъдещи проспективни проучвания. 
До тяхното осъществяване обаче повечето школи препоръчват жените с предстояща 
ендокринна терапия да бъдат съветвани относно потенциалното влияние на CYP2D6-
генотипа върху ефективността на адювантния tamoxifen и за избягване на потенциал-
ни CYP2D6-инхибитори.1

B При пациенти с карцином на гърда и предстояща адювантна ендокринна терапия с tamoxifen се препоръчва обсъждане за изследване на CYP2D6-генотип 
с оглед потенциалното му влияние върху лекарствената ефективност.

C За фармакогенетично тестване на CYP2D6 се препоръчват валидирани методи за генотипизиране.

При адювантна ендокринна терапия с tamoxifen, освен CYP2D6-генотипа, трябва да се има предвид избягване на употреба на CYP2D6-инхибитори, 
предимно антидепресанти и антипсихотици.
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1.4.11. Циркулиращи туморни клетки
Милчо Минчев, Борис Петров

Молекулярна биология. Циркулиращите туморни клетки (ЦТК) са такива, които са 
се освободили от първичното туморно ложе и са навлезли в кръвното или лимфатично 
русло. През последното десетилетие бяха разработени няколко метода за откриване 
и оценка на количеството на ЦТК при болни с неопластични болести, включително 
и карцином на гърда (КГ).1, 2 Молекулярният анализ на ЦТК или т.нар. течна биопсия 
преди лечение на неопластична болест дава възможност за нейното оптимизиране и 
персонализиране. Този анализ обаче поставя нови предизвикателства относно чисто-
тата и количеството на изолирани ЦТК, тъй като съвременните технологии позволя-
ват геномно и транскриптомно профилиране дори и на една единствена клетка.3 Освен 
това, те се приемат като сурогат на метастатични клетки.4, 5 Засега са правени поредица 
от проучвания за характеризиране на ЦТК с омикс-анализи.6 Между протеините от 
потенциален терапевтичен интерес са изследвани естроген (ER)- и прогестерон (PgR)-
рецептори, HER2, Ki-67 протеини. Анализът върху една клетка изисква сложно оборуд-
ване за сортиране, основано на микрофлуиди и дълго време за изработка. Секвениране 
от ново поколение (NGS) обаче позволява висок добив от единични нуклеотидни ва-
рианти. По този начин се откриват единични нуклеотидни полиморфизми в гените, от-
говорни за регулацията на клетъчeн цикъл, пролиферация и миграция, апоптоза, както 
и за ДНК-репарация и други.7, 8

Аналитични методи за изследване. По правило при болни с неопластични болести 
ЦТК се откриват чрез имунологични, молекулярни или функционални тестове. Иму-
нологичните тестове се основават на антитела, насочени към мембранно и/или вътре-

клетъчно експресирани епителни (Е), мезенхимни (М), тъкан- или тумор-специфични 
антигени. На този принцип е разработен одобреният от Американската Агенция за 
храни и лекарства (FDA) CellSearch® (Veridex). Молекулярните техники използват РНК- 
и ДНК-базирани технологии.9, 10 Съществуват in vitro (fluoro-ELISPOT– чрез антитела, 
насочени срещу секретирани от ЦТК специфични туморни маркери)11, 12 или in vivo 
(развитие на тумори след инжектиране на ЦТК в имунодефицитни мишки) тестове 
за откриване на ЦТК. Единственият одобрен досега от FDA такъв тест е системата 
CellSearch® (Janssen Diagnostics, LLC, Raritan, NJ), която използва покрити с антитяло 
ферофлуиди за разделяне на ЦТК от нормални кръвни компоненти. За да бъде отче-
тена като ЦТК, клетката трябва да бъде кръгла до овална, да е позитивно оцветена за 
цитокератин и диамидино-2-фенилиндол (наличие на ядро) и да е отрицателна за екс-
пресия на CD45 (левкоцитен маркер). Основният недостатък на този метод е зависи-
мостта му от експресията на повърхностни маркери, а експресията на EpCAM е силно 
намалена13, особено при ЦТК, които са претърпели епителиално-мезенхимен преход 
(ЕМП)14, като това ги прави неоткриваеми14. Използват се също така методи, основава-
щи се на RT-PCR за откриване на епителни транскрипти като сурогати на ЦТК15, 16, тъй 
като са с най-висока чуствителност17, 18.

Доказателства за предиктивно значение. Независимо от ниския им брой в перифе-
рията, нивото на ЦТК по време на лечение се оказва ранен прогностичен маркер за 
терапевтичен отговор.19, 20 При пациенти с малки тумори и неангжирани лимфни въ-
зли наличието на ЦТК не повлиява значително изхода от болестта. Това показва, че 
пациенти с ранен стадий могат успешно да бъдат лекувани, независимо от присъст-
вието на минимална резидуална болест в периферната кръв.21 При мултивариационен 
анализ се намира, че за разлика от хистологичния тип, наличието на менопауза или 
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на проведена нео- или адювантна терапия, големината на тумора, ангажираността на 
лимфните възли и експресията  на хормонални рецептори и на HER2, заедно с нали-
чието на ЦТК, са статистически значими прогностични фактори при начален КГ.21 От 
друга страна, HER2-експресията в ЦТК при стадии I-III се свързва с по-лоша прогноза 
и с намалена преживяемост без болест (ПББ).22 Проблем при посочените проучвания 
представлява сръвнително късият срок на наблюдаваните пациенти – до 100 месеца.23 

Терапевтичните решения при неметастатичен КГ се основават на характеристиката на 
първичния тумор, без да се отчита наличие на минимална резидуална болест (МРБ) 
и дали молекулярният профил на последната се отличава от първичния тумор.24 При 
71% от пациентите с ЕР-позитивни първични тумори се откриват ЕР-отрицателна МРД 
в костен мозък, като този факт може да допринася за развитие на резистентност към 
ендокринна терапия.25 По същия начин при 19% жени с HER2-отрицателни първични 
тумори се намират HER2-позитивни ЦТК в периферна кръв.26 Съгласно сега действа-
щите указания пациенти с HER2-отрицателни тумори не са показани за лечение с ан-
ти-HER2-насочени агенти, тъй като се отчита само позитивността в първичната или 
метастатичната лезия. Доколко това се отразява на преживяемостта на пациентите ще 
се прецени в провежданото в момента клинично проучване TREAT CTC.27

По правило ЦТК представляват хетерогенна популация, в това число и резистентни 
на системна терапия туморни клетки, които могат да метастазират. Засега обаче кли-
ничните данни за предиктивното значение на специфични подтипове персистиращи 

ЦТК са оскъдни. Противоречиви са и резултатите от откриване на персистиращи 
ЦТК след провеждане на неоадювантна химиотерапия.28 В проучване с неоадювант-
на химиотерапия REMAGUS02 наличието на ЦТК след приключване на лечението не 
корелира с пълния терапевтичен отговор, но предполага развитие на рецидив.29 Па-
циенти с КГ, при които минималната резидуална болест в костен мозък персистира 
и след адювантна химиотерапия, са с по-голяма вероятност от рецидив.30 Съгласно 
най-голямото клинично проучване, проведено досега (German SUCCESS study group 
(EUDRA-CT No. 2005-000490-21, NCT02181101), пациенти с неметастатичен КГ, при 
които се откриват ЦТК в перифeрна кръв, по-често развиват рецидив на болестта.31 

Когато се сравни наличие на ЦТК преди и след химиотерапия, общата преживяемост 
(ОП) и ПББ са по-продължителни при пациенти, при които липсват ЦТК. Жени с по-
вече от 5 ЦТК в периферна кръв са с най-лоша прогноза за ПББ. Проучване SUCCESS 
показа, че наличието на ЦТК в периферната кръв се свързва с по-лоша прогноза и с 
по-къси ПББ и ОП.31 Персистирането на ЦТК две години след приключване на химио-
терапия при клинично здрави пациенти предсказва по-лоша преживяемост.30 При 40-
80% от пациентите с метастатичен КГ се откриват ЦТК. Наличието на повече от 5 ЦТК 
в 7.5 mL периферна кръв при диагноза на болестта се свързва с по-лоша прогноза.32, 33 
Тази стойност по-късно е потвърдена и в други проучвания.34-36 Промяна в нивото на 
ЦТК по време на химиотерапия при метастатичен КГ има прогностичен характер и в 
мониторинга на лечението проследяването му може да бъде по-подходящо от образна 
диагностика.37
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1.5. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ НЕДРЕБНОКЛЕТЪЧЕН 
БЕЛОДРОБЕН КАРЦИНОМ
1.5.1. EGFR-активиращи мутации

Милка Георгиева, Алексей Савов

Молекулярна биология. Едни от най-ефективните таргетни онкогени при недреб-
ноклетъчен белодробен карцином (НДКБК) са мутациите на рецептора за епидерма-
лен растежен фактор (EGFR) и те се считат за стандартна грижа. Молекулярно EGFR 
е трансмембранен гликопротеинов рецептор; при свързване с лиганд се активира ци-
топлазматичният му тирозинкиназен домейн чрез димеризиране и фосфорилиране, 
активират се нисходящите сигнални пътища и резултатът е клетъчна пролиферация. 
Мутациите в EGFR-гена водят до конститутивно активиране на сигнални пътища, кри-
тични за туморен растеж. Откриват се в 15% до 40% от пациентите с НДКБК, най-чес-
то при жени и непушачи.1, 2-5 По правило EGFR-мутациите са хетерогенни. Има много 
места в EGFR-гена, където могат да се случат активиращи мутации и те се асоциират с 
различна чувствителност към EGFR-инхибиране. Най-чести EGFR-мутации са in-frame 
делеции в екзон 19 и L858R точкови мутации в екзон 21. Двете заедно отговарят за 
около 85% от EGFR-мутациите при НДКБК.5-7

Аналитични методи за изследване. Тъй като EGFR-мутациите са детектирани най-
често в аденокарциноми, съвременните ръководства препоръчват тестване за EGFR-
мутации при аденокарциноми, смесени белодробни карциноми с аденокарциномен 
компонент (като аденосквамозен карцином) и малки биопсии, при които аденокарци-
номният компонент не може да бъде изключен.

EGFR-мутационно тестване може да се осъществява на проби от тънкоиглена биопсия, 
кор биопсия, бронхоскопия и резекционни материали. Препоръчва се използване на по-
чувствителни тестове, способни да детектират мутации в проби с 10% туморни клетки. 
Също трябва да се тестват мутации дори и в 1% аденокарциноми. Тъкани от парафинови 
блокчета, както и замразени тъкани или фиксирани в алкохол тъкани, са подходящи за 
PCR-тестове. Освен на туморна тъкан, мутационно тестване може да се осъществява и 
на т.нар. течна биопсия в циркулираща туморна ДНК (ctDNA), при липса на тъкан или за 
откриване на мутации за първична или придобита резистентност; тази неинвазивна би-
опсия използва периферна кръв и е заместител за директен анализ на солидни тумори.20

Мутации в EGFR-гена при пациенти с НДКБД се детектират чрез алел-специфичен 
Real-time PCR, секвениране по Sanger, пиросеквениране и секвениране от ново поко-
ление (NGS). Секвенирането по Sanger изследва целия ген за наличие на мутации. От-
крива известни и нови мутации, но не е чувствителен за детекция на алелни честоти 
под 20% поради едновременно детектиране на нормални и мутантни алели в същата 
реакция. Пиросеквенирането е друга секвенционна техника, която е по-чувствителна 
от Sanger и може да детектира алелни честоти до 10%, което се равнява на около 20% 
туморни клетки, но поради късата дължина на четене по-трудно се анализира. По пра-
вило PCR-методите са много по-чувствителни от Sanger-секвенирането, защото могат 
да детектират мутантни алели до 1%, но откриват само тези мутации, за които е съз-
даден тестът. Разработени са мултиплексни алел-специфични PCR-тестове за едновре-
менно откриване на много мутации в EGFR-гена, одобрени от Американската Агенция 
за храни и лекарства (FDA). Примери за такива тестове са Cobas EGFR mutation test 
(Roche Molecular Systems), който открива 41 EGFR мутации, Therascreen EGFR RGQ 
PCR Kit (Qiagen) и AMOY Dx, които откриват 29 EGFR-мутации.
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Една сравнително нова технология е дигиталният PCR, наскоро използвана за L858R- 
и T790M-мутациите, както и за екзон 19-делеции. Тази техника е относително лесна, 
евтина и много чувствителна, способна да открива EGFR-мутации в тъканни проби и в 
циркулираща туморна ДНК (ctDNA).21

Секвенирането от ново поколение (NGS) позволява количествен анализ на редки але-
ли и едновременна оценка на много гени или цели геноми. Запазва чувствителността 
си дори при нисък процент туморни клетки и може да открие нови аберации, които 
няма да бъдат открити с алел-специфичното тестване. Таргетното секвениране на оп-
ределен панел туморни гени в една платформа все повече се използва в клиниката.

Доказателства за предиктивно значение. Активиращи EGFR-мутации са предик-
тивни за отговор към EGFR тирозинкиназни инхибитори (ТКИи) – gefitinib, erlotinib и 
afatinib. Много рандомизирани проучвания демонстрират подобрени отговори, много 

по-добро качество на живот и по-дълга преживяемост без прогресия (ПБП) и обща 
преживяемост (ОП), отколкото традиционните цитотоксични химиотерапии. Съвре-
менните ръководства ги препоръчват за първа линия терапия на НДКБД пациенти с 
активиращи EGFR-мутации.8, 9-11, 18, 19 В клиничната практи са най-чести EGFR-мутации 
са екзон 19-делеции и L858R-мутации.5-7 Тумори с тези мутации са много чувстви-
телни към терапия с erlotinib, gefitinib и с инхибитори от втора генерация afatinib и 
dacomitinib.8, 9-11 Налице са клинични доказателства за достоверно превъзходство на 
dacomitinib пред afatinib при избор на първа линия.22 Тумори с по-редки мутации, като 
екзон 18-мутация G719 и екзон 21-мутация L861Q, също са чувствителни към тера-
пия с EGFR-инхибитори.12, 13 От друга страна обаче, тумори с екзон 20 in-frame инсер-
ции (около 4-10% от всички EGFR-мутации) обикновено не се повлияват от лечение 
с EGFR-инхибитори.14-16 Въпреки че тези инсерционни мутации активират EGFR, те 
нямат увеличен афинитет към EGFR-инхибитори, както е при други EGFR-мутации.17

A

�� Препоръчва се молекулярнопатологично изследване на EGFR на белодробен аденокарцином по време на диагноза в авансирал стадий или при прогресия 
на първоначално по-нисък стадий, който не е тестван предварително.

�� Препоръчва се изследване на EGFR на тумори с хистология, различна от аденокарцином: (1) малки биопсии, при които аденокарциномният компонент 
не може да бъде изключен – недребноклетъчен неопределен тип (NOS), дребноклетъчна морфология при млади пациенти непушачи; (2) едроклетъчен; 
(3) нискодиференциран плоскоклетъчен; (4) смесени белодробни карциноми с аденокарциномен компонент (аденосквамозен).

�� Препоръчително е лабораториите да използват клинично валидирани методи за изследване на EGFR, като алел-специфичен PCR с ДНК, изолирана от 
формалин-фиксирани и включени в парафин тъкани. 

�� Препоръчва се молекулярнопатологично изследване на EGFR с цел селектиране на пациенти с активиращи мутации, подходящи за EGFR-таргетна 
терапия (erlotinib, gefitinib, afatinib, dacomitinib), независимо от клиничните характеристики или когато аденокарцином не може да се изключи.
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B

�� Като подходящи проби за молекулярно изследване на биомаркери на недребноклетъчен белодробен карцином се препоръчва използване на клетъчни 
парафинови блокчета или цитологични препарати.

�� В случаи, когато тъканта е ограничена или недостатъчна, за молекулярно изследване се препоръчва  използване на течна биопсия от плазма (cfDNA 
тест).

�� Молекулярно изследване на подходящи генетични таргети се препоръчва да се прави или на първични тумори, или на метастатични лезии.

C

�� За идентифициране на други терапевтични опции, извън EGFR, ALK и ROS-1, вместо тестване на един ген, се препоръчват мултиплексни генетични 
секвенционни панели.

�� Препоръчително е молекулярно изследване на тумори при диагноза в ранен стадий, но решението за това трябва да бъде взето от лабораторията в 
колаборация с мултидисциплинарен екип.

�� Препоръчва се оценяването на пробите за биомаркерно изследване да се осъществява от патолози чрез определяне на адекватност на пробата (качество 
и количество на тъкан, съдържание на туморни клетки) и изготвяне на срезове, от които се изолират ДНК и РНК.

�� Хистоморфологична верификация, преценка на адекватност на пробите (определяне на количество и качество на тъканта), определяне на съдържание 
на туморни клетки, изготвяне на срезове и молекулярнопатологично тестване трябва да се извършват в един център. Хистопатологичната оценка 
на пробите е критична за достоверността на резултатите, предпазва от фалшиво негативни резултати и неуспешни тестове. Това предполага 
задължително включване на правила за молекулярнопатологично тестване като част от националния стандарт по патология.

�� При тестване на биомаркери трябва да се следват правила за контрол, политики и процедури за осигуряване на качеството, както при останалите 
клинични лабораторни тестове.

�� Срок на извършване на EGFR-изследване трябва да е ≤ 7 работни дни за повече от 90% от пробите (от дата на получаване в тестващата лаборатория 
до време за даване на резултат).
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1.5.2. EGFR T790M-мутация
Милка Георгиева, Алексей Савов

Молекулярна биология. Повечето пациенти с недребноклетъчен белодробен карци-
ном (НДКБК) прогресират след 9-12-месечна терапия с EGFR-тирозинкиназни инхи-
битори (ТКИи). Описани са различни механизми на придобита резистентност към 
първа генерация EGFR-ТКИи.1 Най-разпространеният механизъм (49-60%) на придо-
бита резистентност е поява на единична миссенс-мутация в екзон 20, обозначавана 
като T790M-мутация.2, 3 Тя води до субституция на треонин с метионин на позиция 
790, който кодира част от киназния домейн на рецептора. Последва увеличен афинитет 
към АТФ и резистентност към инхибиране от обратими EGFR-ТКИи, като gefitinib и 
erlotinib.4, 5 Мутация на T790M може рядко да се намери при ТКИ-наивни пациенти с 
НДКБК. В тези случаи мутациите са обикновено свързани в комбинация с други акти-
виращи EGFR-мутации (на същия алел), като L858R-субституция или екзон 19-деле-
ция. Понякога се откриват герминативни T790М-мутации с ниска честота и в конте-
кста на фамилен туморен синдром.8, 9

Аналитични методи за изследване. Пациенти, прогресирали след EGFR-ТКИи, 
трябва да бъдат подложени на ребиопсия, за да се направи молекулярен анализ, спе-
цифичен за детекция на EGFR T790M-мутация. Това повлиява на следващата тера-
певтична стъпка или показва алтернативни механизми на EGFR-ТКИ-резистентност, 
като трансформиране в плоскоклетъчен карцином или заобиколни пътища, които 
могат да бъдат изследвани в клинични проучвания. Валидна алтернатива на тъканна 
ребиопсия е течната биопсия, която е валидирана.10 Представлява сурогатен източ-
ник на ДНК и е нова стратегия за генотипизиране на тумори – главно по време на 

прогресия на EGFR-мутирали пациенти.11-13 В случаи на откриване на T790M-мутация 
в периферна кръв терапията с трета генерация EGFR-ТКИ е оправдана.14 Ако се по-
лучи негативна течна биопсия, се препоръчва тъканна ребиопсия, ако е възможна и 
ако е приета от пациента.15

Мутации в EGFR-гена при пациенти с НДКБК се детектират чрез алел-специфичен 
Real-time PCR, секвениране по Sanger, пиросеквениране и секвениране от ново поколе-
ние (NGS). Sanger-секвенирането изследва целия ген за наличие на мутации. Открива 
известни и нови мутации, но не е чувствителен за детекция на алелни честоти под 20% 
поради едновременното детектиране на нормални и мутантни алели в същата реакция. 
Пиросеквенирането е друга секвенционна техника, която е по-чувствителна от Sanger 
и може да детектира алелни честоти до 10%, което се равнява на около 20% тумор-
ни клетки, но поради късата дължина на четене по-трудно се анализира. По правило 
PCR-методите са много по-чувствителни от Sanger-секвенирането, защото могат да 
детектират мутантни алели до 1%, но откриват само тези мутации, за които е създаден 
тестът. Разработени са мултиплексни алел-специфични PCR-тестове за едновременно 
откриване на много мутации в EGFR-гена, одобрени от Американската Агенция за хра-
ни и лекардства (FDA). Примери за такива тестове са Cobas EGFR mutation test (Roche 
Molecular Systems), който открива 41 EGFR-мутации, Therascreen EGFR RGQ PCR Kit 
(Qiagen) и AMOY Dx, които откриват 29 EGFR-мутации.

Една сравнително нова технология е дигиталният PCR, наскоро използвана за L858R- 
и T790M-мутациите, както и за екзон 19-делеции. Тази техника е относително лесна, 
евтина и много чувствителна, способна да открива EGFR-мутации в тъканни проби и в 
циркулираща туморна ДНК (ctDNA).
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По правило NGS позволява количествен анализ на редки алели и едновременна оценка 
на много гени или цели геноми.16 Запазва чувствителността си дори при нисък процент 
туморни клетки и може да открие нови аберации, които няма да бъдат открити с алел-
специфичното тестване. Таргетното секвениране на определен панел туморни гени в 
една платформа все повече се използва в клиниката.

Доказателства за предиктивно значение. Голям брой от трета генерация EGFR-
ТКИи, създадени специфично да таргетират EGFR T790M-мутация, преминаха кли-
нични изпитвания. От тях osimertinib – орален селективен и необратим EGFR-ТКИ, с 

активност срещу T790M-мутация, е лицензиран за пациенти, развили EGFR T790M-
резистентна мутация, и е избор на лечение.6, 7 В обобщен анализ от три рандомизирани 
проспективни проучвания (AURA, AURA2 и AURA3) osimertinib демонстрира меди-
анна преживяемост без болест (ПББ) – 12.3 месеца срещу 4.4 месеца при лекувани с 
конвенционално химиотерапия.7, 17 При първичен анализ в AURA, AURA2 и AURA3 
степента на обективен отговор е съотв. 61.6%, 70.4% и 71%. Степента на контрол на 
болестта е изключително висока – 90.5% при AURA и 91.9% при AURA2; в AURA3 е 93% 
в рамото с оsimertinib срещу eдва 74% в рамото с платинов дублет. 	

A
�� При авансирал недребноклетъчен белодробен карцином се препоръчва рутинно анализиране на EGFR-мутационен статус.
�� Препоръчва се методологията на теста адекватно да покрива мутации в екзони 18-21, включително и тези, свързани със специфична лекарствена 
резистентност. При ограничени възможности или материал като минимум трябва да бъдат тествани най-разпространените активиращи мутации: екзон 
19-делеции и екзон 21 (L858R)-точкова мутация, включително и екзон 20 T790M.

B
�� При пациенти, прогресирали на терапия с EGFR-тирозинкиназни инхибитори, се препоръчва ребиопсия за търсене на T790M-мутация и на подходяща 
терапевтична стратегия. Като алтернатива на тъканна биопсия се препоръчва течна биопсия. 

�� При пациенти, придобили T790M-резистентна мутация след терапия с EGFR-тирозинкиназни инхибитори, се препоръчва лечение с osimertinib.

При тестване на биомаркери трябва да се прилага качествен контрол, политики и процедури за осигуряване на качество, сходни с другите клинични 
лабораторни тестове.
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1.5.3. KRAS-мутации
Милка Георгиева, Алексей Савов

Молекулярна биология. Вирусният онкогенен хомолог на саркома на Kirsten при плъх 
(Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, KRAS) принадлежи към семейството на 
RAS-онкогените, заедно с HRAS и NRAS. Генът KRAS кодира GTP-свързващ проте-
ин.1 По правило KRAS действа нисходящо от няколко тирозинкиназни рецептора, вкл. 
EGFR, и е свързан с активирането на RAS/RAF/MAP-киназа (MEK/ERK) и RAS/MAPK-
сигнални пътища.2 Мутации в KRAS има в 25% до 35% от пациентите с недребноклетъ-
чен белодробен карцином (НДКБК), най-често при аденокарциноми.3 Известно е, че 
KRAS-мутациите са по-силно асоциирани с тютюнопушене, отколкото повечето други 
активиращи онкогенни мутации, описани при НДКБК. Идентифицирани са KRAS-му-
тации при 34% пушачи и 6% непушачи с белодробен аденокарцином.4 При около 95% от 
случаите мутациите са миссенс-варианти в кодони 12 и 13.4, 5 При непушачи най-чести 
KRAS-мутации са G12D и G12V, докато G12C е най-честа при пушачи.3, 4

Аналитични методи за изследване. KRAS-мутационно тестване може да се осъ-
ществява на тъканни проби от биопсии или резекционни материали. Препоръчва се 
използване на по-чувствителни тестове, способни да детектират мутации в проби с 
10% туморни клетки. Също трябва да се тестват мутации дори и в 1% аденокарциноми. 
Тъкани от парафинови блокчета са подходящи за PCR-тестове. 

Мутации в KRAS-гена при пациенти с НДКБД се детектират чрез алел-специфичен 
Real-time PCR, секвениране по Sanger, пиросеквениране и секвениране от ново поколе-
ние (NGS).15 Sanger-секвенирането изследва целия ген за наличие на мутации. Открива 

известни и нови мутации, но не е чувствителен за детекция на алелни честоти под 20% 
поради едновременно детектиране на нормални и мутантни алели в същата реакция. 
Пиросеквенирането е друга секвенционна техника, която е по-чувствителна от Sanger 
и може да детектира алелни честоти до 10%, което се равнява на около 20% туморни 
клетки, но поради късата дължина на четене по-трудно се анализира.

По правило PCR-методите са много по-чувствителни от Sanger-секвенирането, защото 
могат да детектират мутантни алели до 1%, но откриват само тези мутации, за които 
е създаден тестът. Разработени са мултиплексни алел-специфични PCR-тестове за ед-
новременно откриване на много мутации в KRAS-гена, одобрени от Американската 
Агенция за храни и лекарства (FDA). Примери за такива тестове са Therascreen KRAS 
RGQ PCR Kit (Qiagen) и AMOY Dx.

По правило NGS позволява количествен анализ на редки алели и едновременна оценка 
на много гени или цели геноми. Запазва чувствителността си дори при нисък процент 
туморни клетки и може да открие нови аберации, които няма да бъдат открити с алел-
специфичното тестване. Таргетното секвениране на определен панел туморни гени в 
една платформа все повече се използва в клиниката.

Доказателства за предиктивно значение. Наличието на KRAS-мутация може да се 
асоциира с лоша прогноза6 и да е негативен предиктор за отговор към химиотерапия7. 
Допълнително е свързана с увеличена вероятност от наличие на втори първичен ту-
мор8 и при НДКБК е предиктивен маркер за резистентност към таргетна терапия с 
EGFR тирозинкиназни инхибитори (ТКИи) като gefitinib или erlotinib.9 Тъй като KRAS-, 
EGFR- и ALK-мутациите се считат за взаимноизключващи се, първоначално KRAS-
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тестването беше предложено като сурогатен тест за изключване на EGFR- и ALK-пози-
тивни случаи2, 10, но това засега не се препоръчва. Скорошни данни показват, че е въз-
можно наличие на съпътстващи мутации: в едно проучване на 282 случая на НДКБК 
при 3 от тях (1.1%) е налице едновременно EGFR-и KRAS-мутации, а 7 случая (2.5%) 
имат съпътстващи EML4-ALK- и KRAS-мутации.10

Понастоящем се провеждат клинични проучвания, които тестват разнообразни инхи-
битори при KRAS-мутирали белодробни аденокарциноми, включително и съединения, 
таргетиращи сигналните пътища RAS/RAF/MEK и PI3K/AKT/mTOR и циклин-зависи-

ми кинази.11 В процес на създаване е KRAS-инхибитор и тече фаза III проучване на ин-
хибитора на низходящия RAS-сигнален път selumetinib.12 Установено е, че експресията 
на протеина на програмирана смърт (programmed cell death protein 1, PD-1) е значител-
но асоциирана с наличие на KRAS-мутации (p= 0.006).13 Доказано е, че експресията на 
лиганда за PD-1 (PD-L1) е повишена в премалигнени KRAS-клетки и че активиране на 
ERK медиира конститутивно увеличаване на PD-L1-експресия чрез активираща KRAS-
мутация в тези клетки. От тези данни се предполага, че KRAS-мутация може директно 
да активира PD-1/PD-L1-имунните контролни точки (чекпоинт).14	

C
�� Молекулярни изследвания за KRAS засега не се препоръчва като рутинен самостоятелен тест извън контекста на клинични проучвания. 
�� За идентифициране на алтернативни терапевтични опции е подходящо KRAS да се включи като част от по-големи панели, осъществявани след негативни 
рутинни тестове за EGFR, ALK и ROS1.

При тестване на биомаркери трябва да се следват правила за контрол, политики и процедури за осигуряване на качество както при останалите кли-
нични лабораторни тестове.
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1.5.4. ALK-пренареждания
Борис Петров, Савелина Поповска

Молекулярна биология. Киназата на анапластичния лимфом (ALK) или CD246 е 
трансмембранен тирозинкиназен (TK) рецептор.1 Идентифициран е за първи път като 
фузионен партньор на нуклеофозмин при анапластичен едроклетъчен лимфом, от-
където идва абревиатурата му. Притежава вътреклетъчен домейн, който е въвлечен 
в сигналните пътища RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT и JAK-STAT. Рецепторът се кодира 
от ALK-ген, намиращ се в късото рамо на хромозома 2 (2p23). Около 3-7% от пациен-
тите с недребноклетъчен белодробен карцином (НДКБК) се диагностицират с фузии 
на ALK.2, 3 Най-чест фузионен партньор е EML4, което води до малка инверсия на къ-
сото рамо на хромозома 2. ALK-пренарежданията са свързани с определени клинич-
ни характеристики (непушачи или леки пушачи и по-млада възраст) и хистологични 
характеристики (аденокарцином, муцинозна морфология или морфология пръстен с 
камък).4, 5 Подобно на EGFR, клиникопатологичните характеристики не следва да се 
използват за изключване на карцинома от ALK-молекулно тестване. ALK-пренарежда-
нията са взаимоизключващи се с други онкогенни активиращи мутации. Карциноми с 
ALK-пренареждания са зависими от непрекъсната сигнализация чрез фузионния про-
теин, поради което са високо чувствителни към таргетна терапия.6

Аналитични методи за изследване. Клиничните ръководствата препоръчват всички 
белодробни аденокарциноми да бъдат тествани за наличие на ALK-пренареждания.7 
Препоръчаният от Американската Агенция за храни и лекарства (FDA) метод за тест-
ване е двойно-флуоресцентно белязан Break-apart FISH.8 Наличието на фузионен про-
дукт се идентифицира, когато SpectrumOrange-белязаният 5’-теломерен край на ALK 

е пространствено раздалечен от SpectrumGreen-белязания 3’-центромерен край. Ва-
жно е да се разграничат туморните клетки от заобикалящите ги нетуморни. Тестване 
трябва да се извършва от патолог, биолог и лаборант с необходимо обучение за из-
следване на солидни тумори чрез FISH. Случаите се отчитат като позитивни, ако 15% 
или повече от 50 туморни ядра показват разделени сигнали.9 Формалин-фиксираните 
проби са препоръчителни, доколкото използването на алкохолни фиксатори може да 
компрометира FISH-сондите. За разлика от FDA, на европейско ниво тестване за ALK-
пренареждания се изисква само при доказателство за авансирал НДКБК, което дава 
методологична флексибилност. 

По-нови публикации докладват по-висока чувствителност и специфичност на имуно-
хистохимия (ИХХ) за ALK-пренареждания.10, 11 Клон 5А4 (Novocastra) е валидиран като 
част от European Thoracic Oncology Platform (ETOP).12 Оценката на ИХХ-експресия се 
оценява по четириточкова система от 0 до 3. В този случай съществува съвпадение на 
резултатите между ИХХ ALK 3+ и ALK FISH при над 90% от пациентите. Поради това 
е необходимо да се извършва потвърдителен FISH само за ИХХ АLK 1+/2+. Непроти-
воречива ALK 3+ експресия може да се интерпретира като достатъчно индикативна 
за лечение и поради вероятност несъвпаденията да са резултат на фалшиво негативни 
FISH-резултати. 

Системата D5F3 Optiview System (Ventana) е валидирана в проучване European 
Harmonization Study.13 Съществена разлика с други техники е отчитане на експресия 
по бинарна система (положителна/отрицателна). Въпреки по-опростената система на 
отчитане, налични са случаи на хетерогенно и слабо оцветяване, което също налага по-
твърждение с FISH.13 Разработено е по-ново антитяло-клон OTI1A4 (Origene, Rockville) 
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и първи сравнения с D5F3 Optiview System показват неговата повишена чувствител-
ност и специфичност за фузионни продукти със сравними и дори превъзхождащи 
резултати.14, 15 Протоколите за намиране на ALK с клон CD246 показват лоша чувст-
вителност. 

Системата RT-PCR e използвана успешно за идентифициране на позитивни случаи с 
чувствителност – 100% и специфичност – 85-100%. Мултиплексната RT-PCR е лесна 
за извършване, бърза и сравнително евтина методика. Недостатък е, че поради посто-
янно нарастващия списък на ALK-фузионни партньори RT-PCR има вероятност да из-
пусне по-редки пренареждания. По тази причина използването на метода е ограничен 
в клиничната практика. 

Разработени са поредица от иновативни подходи, базирани на секвениране от ново по-
коление (NGS) за намиране на генни фузии между много таргетни гени. Забележително 
е, че някои от тези комплексни тестове изискват само до 10 ng РНК и имат сравнител-
но ниска степен на неуспех при използване на тъкан в парафин. Много чувствителна 
NGS-техника за оценка на пренареждания, включващи ALK и други генни пренареж-
дания при НДКБК, е Anchored Multiplex PCR. Тя е насочена само към интересуващия 
ни ген, което позволява намиране на специфични промени, независимо от фузионния 
партньор. Валидирането на панела за генни пренареждания при използването на FFPE-
проби показва 100% чувствителност и специфичност.

Доказателства за предиктивно значение. ALK-позитивният НДКБК показва различ-
на преживяемост без прогресия (ПБП), което най-често е следствие от развиваща се 
резистентност към crizotinib (ALK-инхибитор от първа генерация) за период от 1-2 

години. Подобно на EGFR, прогресия може да се причини от резистентни мутации в 
TK-домейн на ALK, най-често L1196M-мутация.16, 17 Тази мутация причинява структур-
на промяна на рецептора, която води до намален отговор към crizotinib. За разлика 
обаче от резистентността към EGFR-тирозинкиназни инхибитори (ТКИи), в някои 
тумори, резистентни към ALK-ТКИ, съществуват множество мутации в киназния до-
мейн (G1269A, G1202R, S1206Y, F1174C/L, D1203N) и извън него (треонин-инсерции на 
1151, C1156Y, L1152R).1, 18-20 In vitro проучвания показват, че различните мутации носят 
различно ниво на резистентност към структурно различни TKИи. Това подчертава 
нуждата за идентифициране на вторични резистентни мутации чрез извършване на 
повторни или течни биопсии. За установяване на придобита резистентност е удачно 
използване на секвенционен метод.21, 22 В други случаи резистентност към ALK-TKИ 
се причинява от амплификация на фузионния продукт, установена с FISH-тестване, 
която може да е самостоятелна или да се съпътства с резистентна мутация. При еди-
нични пациенти е установено, че EGFR “див” тип може да се активира в условия на 
ALK-инхибиране.23 Подобни байпас-пътища са идентифицирани в единични случаи и 
чрез амплификация на cKIT.20 И двата пътя ефективно активират сигнални пътища на 
клетъчна пролиферация при наличие на ALK-инхибиране. Начални in vitro проучва-
ния демонстрират, че инхибиране на EGFR в тези случаи ресенсибилизира раковите 
клетки към crizotinib. Това подкрепя тезата за мултикиназно инхибиране като начин за 
адресиране на вторична придобита резистентност.22 Няколко рандомизирани проспек-
тивни проучвания доказват клиничната ефективност на втора генерация ALK-инхиби-
тори ceritinib24 и alectinib25 при рецидивиращ ALK-позитивен НДКБК. Доказателствата 
за клиничната ефективност на alectinib го препоръчват като медикамент на избор за 
първа линия.26
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A

�� ALK-молекулярно изследване се препоръчва за селекция на пациенти с авансирал недребноклетъчен белодробен карцином, показани за таргетна 
терапия с ALK-тирозинкиназни инхибитори (alectinib, crizotinib, ceritinib). Пациенти с белодробен аденокарцином не трябва да бъдат изключвани от 
изследване според клинични характеристики.

�� При резекционни белодробни биопсии се препоръчва ALK-изследване за аденокарциноми и смесени белодробни карциноми с аденокарциномна 
компонента, независимо от хистологичната диференциация. 

�� При резекционни белодробни биопсии не се препоръчва ALK-изследване за тумори без никаква аденокарциномна компонента, каквито са „чистите“ 
плоскоклетъчни и дребноклетъчни карциноми. 

�� При малки белодробни биопсии, където аденокарциномна компонента не може да бъде напълно изключена, ALK-изследване се препоръчва и при 
пациенти с плоскоклетъчна или дребноклетъчна хистология с индикативни клинични критерии (млада възраст, непушачи). 

�� При определяне на ALK-статус за първичен избор на лечение eднакво се препоръчва биопсичен материал от първичен тумор или от метастатични лезии.
�� Изследване за ALK-пренареждания се препоръчва при диагноза на пациенти с авансирал стадий на болестта (стадий IIIB-IV според Осма редакция на 
TNM-класификация), които са подходящи за лечение, или при рецидив или прогресия на по-ранен стадий, неизследвани преди това.

�� Като методи на изследване се препоръчват имунохистохимия или ALK break-apart FISH.

�� Предлага се алгоритъм за рутинна клинична практика, основан на имунохистохимичен скрининг, с последващо потвърждение чрез ALK break-apart 
FISH при двусмислени резултати (Фиг. 1).

�� Интерпретация при различни случаи на съвпадащи и разминаващи се FISH и имунохистохимични резултати са представени на Табл.1.
�� Вече навлизат РНК-базирани методи за едновременно търсене на няколко онкогенни фузии, включително ALК-, REТ-, ROS1- и NTRK1-гени.
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Фигура 1. Алгоритъм за скрининг на ALK-статус при НДКБК (по Laffert M, et al.)13.

Таблица 1. Клинична интерпретация на съвпадащи и разминаващи се резултати от FISH и ИХХ 
(по Laffert M, et al.) 13.

ALK-резултат Оценка/клинична интерпретация

ИХХ-/FISH- ALK-негативен статус

ИХХ-/FISH+(FISH гранично+) Технически артефакти на FISH

Негативен ALK-статус

ИХХ+/FISH-(FISH гранично+) Технически артефакти на FISH

ALK-позитивен статус

ИХХ+/FISH+ ALK-позитивен статус

ИХХ-/FISH+ Препоръчва се да се използва друга 
платформа – NGS

ИХХ+/FISH не е наличен поради огра-
ничения на материала

ALK-позитивен статус
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1.5.5. ROS1-пренареждания
Борис Петров, Савелина Поповска

Молекулярна биология. ROS1 принадлежи към семейството на човешката рецепторна 
тирозинкиназа (TKР) и е еволюционно близка до семейството на ALK, което е част от 
научната обосновка за използване на ALK-инхибитори като инхибитори на ROS1. Генът 
ROS1 се намира в хромозома 6 (6q22) и кодира трансмембранен протеинов рецептор. 
Екстрацелуларният му N-терминален участък съдържа повече от 1800 аминокиселини, 
което го превръща в един от най-големите извънклетъчни домейни сред всички човеш-
ки TKРи. Въпреки това, досега не е известен нито един ROS1-лиганд при хора и физио-
логичната функция на този рецептор е все още неясна. С-терминалната част на ROS1 съ-
държа киназен и трансмембранен домейн.1-4 Геномни пренареждания, включващи ROS1, 
се срещат в 1-2% от недребноклетъчния белодробен карцином (НДКБК).1, 5-10 Известни 
ROS1-фузионни партньори при НДКБК са FIG, CD74, SLC34A2 и SDC4, като този списък 
се увеличава. CD74-ROS1 е най-често откривана ROS1-фузия. При всички известни фу-
зионни гени киназният домейн на ROS1 е напълно запазен, а ROS1-мястото на фузия на 
РНК-ниво (иРНК) винаги се извършва в 5‘-края на екзони 32, 34, 35 или 36. Механизмът, 
чрез който ROS1-фузионни протеини стават конститутивно активни, не е точно извес-
тен. Много от известните фузионни партньори на ROS1 не съдържат димеризационен 
домейн.9  Експресията на фузионни протеини води до автофосфорилиране на ROS1 и 
други кинази и тези ефекти могат да се блокират чрез фармакологично инхибиране на 
ROS1. Субклетъчната локализация и низходяща сигнализация може да се различава спо-
ред фузионния партньор на ROS1, но като цяло, активираните каскади включват общите 
сигнални пътища за растеж и оцеляване, които се активират също и от други TKРи.6, 7, 11, 12

Аналитични методи за изследване. Когато се тества ROS1, е препоръчително да се тества 
същият туморен материал, избран за тестване на EGFR и ALK. Идеалният вариант е това да 
става паралелно при налична тъкан от първата серия срезове.13 Традиционният подход за 
намиране на ROS1-генни пренареждания е чрез двуцветна „break apart” флуоресцентна in 
situ хибридизация (FISH). В нормални клетки флуоресцентно белязаните сонди генерират 
сигнали, които са сходни по размер и се припокриват. След настъпване на транслокация 
посочените сигнали се разделят и вече не са колокализирани. Това включва маркиране на 
3‘ (центромерна)-част на мястото на фузията с един флуорохром и 5‘ (теломерна)-част с 
друг флуорохром.10, 14-16 За оптимални резултати от FISH е желателно спазване на няколко 
важни условия. Използване на срезове от материали, по-стари от 6 месеца, може да доведе 
до лоша хибридизация. В аналитичната фаза е важно да се оценяват само интактни тумор-
ни клетки с неприпокриващи се ядра. Използване на автоматичен софтуер може да улесни 
отчитането на резултатите. FISH-тестването за ROS1 не се ограничава само до хистологич-
ни тъканни срезове, но е приложимо и за цитологични проби.17, 18

Имунохистохимията (ИХХ) е ефективен скринингов метод за намиране на ROS1-пози-
тивeн НДКБК с чувствителност – 100% и променлива специфичност – 92-100% според 
границата, използвана за определяне на позитивност.7, 16, 19-24 Тези резултати са основани 
на използване на ROS1 (D4D6)-заешко моноклонално антитяло. За разлика от ALK, къ-
дето ганглийни клетки от апендикс служат като адекватна външна контрола, при ROS1 
досега няма външна контрола от доброкачествена тъкан, затова се използват клетъчни 
линии, съдържащи фузионен ген.7 Липсва универсално приета система за оценка на ре-
зултатите от ИХХ. В един случай използваната граница включва както всяко надфоно-
во (ако е налично), така и умерено или силно оцветяване (2+/3+). Друга опция е да се 
използва H-Score с оптимална граница за ROS1-позитивност, дефинирана като > 10018 



105

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · Том I – СОЛИДНИ ТУМОРИ	 НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
или > 15022. В едно проучване е намерено слабо или фокално оцветяване при 31% от 253 
ROS1 „див“ тип, но това не е оказало каквото и да е влияние върху специфичността, ко-
гато са използвани подходящи граници за позитивност (H-Score > 150).23 Нито един от 
докладваните методи не е показал ясно превъзходство спрямо другия, доколкото всички 
са довели до много добра и отлична корелация с резултатите от FISH. С оглед на между-
лабораторна вариабилност на специфичността силно се препоръчва потвърждение на 
позитивни или несигурни ИХХ-резултати чрез FISH или друг метод.

Методът на RT-PCR изисква поредица от специфични праймери за дискриминиране 
на известни фузионни варианти, които могат след това да се потвърдят чрез секве-
ниране.25 Техниката на RT-PCR e използвана успешно за идентифициране на позитив-
ни случаи с чувствителност – 100% и специфичност – 85-100% при сравнение с FISH 
като референтен стандарт.19, 21 Мултиплексната RT-PCR е лесна за извършване, бърза 
и сравнително евтина методика.26 Недостатък е, че с постоянно нарастващия списък 
на ROS1-фузионни партньори има вероятност да се изпуснат редки пренареждания. 
Поради това използването на метода е ограничен в клиничната практика. 

Разработени са поредица от иновативни подходи, базирани на секвениране от ново 
поколение (NGS), за намиране на генни фузии между много таргетни гени. Някои от 
тези комплексни тестове изискват само до 10 ng РНК и имат сравнително ниска степен 
на неуспех при използване на тъкан в парафин.27 Много чувствителна NGS-техника за 
оценка на пренареждания, включващи ROS1 и други генни транслокации при НДКБК, 
е Anchored Multiplex PCR. Тя е насочена само към интересуващия ни ген, което позво-
лява намиране на специфични промени, независимо от фузионния партньор. Валиди-
рането на панела за генни пренареждания при използване на FFPE проби показва 100% 

чувствителност и специфичност, сравнен с референтни проби.28 Методиката може да 
бъде използвана като самостоятелен метод или като допълнителен тест в алгоритъма 
на избор на пациенти за лечение с ROS1-, RET-или NTRK-инхибитори.29

Доказателства за предиктивно значение. Инхибиране на ROS1 с crizotinib е проучвано 
в редица клинични изпитвания в ранна фаза при пациенти с авансирал ROS1-положите-
лен НДКБК. В разширена кохорта на фаза I проучване с crizotinib степента на обективен 
отговор (СОО) е 72%, средната продължителност на отговора е 17.6 месеца, а средната пре-
живяемост без прогресия (ПБП) е 19.2 месеца. Не се наблюдава връзка между ROS1-фузи-
онния партньор и продължителността на лечението с crizotinib.30 При силно претретирани 
пациенти в ретроспективно проучване степента на обективен отговор (СОО) с crizotinib е 
80%, а средната преживяемост без прогресия (ПБП) е 9.1 месеца.31 При пациенти с аванси-
рал ROS1-положителен НДКБК, получаващи crizotinib във фаза II проучване, СОО е 69%, а 
средната ПБП е 9.1 месеца.32 При пациенти от Източна Азия с авансирал ROS1-положите-
лен НДКБК във фаза II проучване с crizotinib СОО е 69%, а средната ПБП е 12.9 месеца.33-35

Групата на вероятни носители на ROS1-фузирал ген е същата както при препоръчаната 
за тестване на EGFR-мутации и ALK-пренареждания.36, 37 Тестването за ROS1 често се 
осъществява на втори етап при пациенти, негативни за EGFR, ALK и KRAS, които нико-
га не са пушили или са дългосрочно непушещи бивши пушачи. Това се основава на на-
блюдения, че тези адиктивни онкогени са взаимоизключващи се за едновременно на-
личие. Сега европейските ръководства препоръчват тестване за ROS1-пренареждания 
при пациенти с авансирал НДКБК, негативни за EGFR-мутации и ALK-пренареждания, 
вкл. всички хистологични субтипове, стадии IIIB/IV при непушачи и неплоскоклетъч-
ни субтипове при настоящи или бивши пушачи.
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В

�� ROS1-молекулярно изследване се препоръчва за селекция на пациенти, показани за таргетна терапия с ALK/ROS1-тирозинкиназни инхибитори 
(crizotinib). Пациенти с белодробен аденокарцином не трябва да бъдат изключвани от изследване според клинични характеристики.

�� При определяне на ROS1-статус за първичен избор на лечение eднакво се препоръчва изследване на биопсичен материал от първичен тумор и от 
метастатични лезии.

�� Препоръчително е ROS1 да се изследва от същия туморен материал, избран за тестване на EGFR и ALK, паралелно при налична тъкан от първа серия 
срезове.

�� Изследване на ROS1-пренареждания се препоръчва при поставяне на диагноза при пациенти с авансирал стадий на болестта (стадий IIIB-IV според 
Осма редакция на TNM-класификация), които са подходящи за лечение, или при рецидив или прогресия на по-ранен стадий, нетествани преди това.

�� Като методи на изследване на ROS1-статус се препоръчват валидирана имунохистохимия или ROS1 break-apart FISH.

�� Предлага се алгоритъм за рутинна клинична практика, основан на имунохистохимичен скрининг, с последващо потвърждение чрез ROS1 break-apart 
FISH при позитивни или двусмислени резултати (Фиг. 1). 

�� Вече навлизат РНК-базирани методи за едновременно търсене на няколко онкогенни фузии, включително ALК-, REТ-, ROS1- и NTRK1-гени, което 
може драстично да ограничи използването на имунохистохимични и FISH-тестове.



107

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · Том I – СОЛИДНИ ТУМОРИ	 НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017

Фигура 1. Алгоритъм за имунохистохимичен скрининг на ROS1-пренареждания при НДКБК.

Таблица 1. Критерии за ROS1-пренареждания при НДКБК с двойна „break-apart” проба на FISH. 

Показатели Критерии за позитивност

Брой на клетки 50 клетки при първо броене, 100 клетки за второ 

Модели за 
позитивност 

Типично: два разделени 3′- и  5′-сигнала и един слят сигнал
Атипична находка: изолиран 3′-сигнал и един слят сигнал

Първа стъпка 

Точкуване на 
позитивност 

25 от 50 клетки 

Негативност По-малко от 5 позитивни клетки 

Двусмислен резултат 5-25 позитивни клетки с опция за второ лице, 
осъществяващо броене

Втора стъпка за 
двусмислен резултат

≥ 15% позитивни клетки от 100 изследвани
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1.5.6. BRAF-мутации/HER2-мутации/МЕТ-аберации/RET-
транслокации
Борис Петров, Савелина Поповска

Молекулярна биология. BRAF е медиатор в сигналния път на RAS, който активира 
пътя на митоген-активираната протеинкиназа (MAPK). Активиращите BRAF-мутации 
се намират при 1-3% от недребноклетъчeн белодробен карцином (НДКБК) и при пу-
шачи.1, 2 Локализирани са на позиция V600 в екзон 15 (както при меланом) така и извън 
този домейн.

HER2 (ERBB2) е рецептор на тирозинкиназа от фамилията на EGFR. Мутациите са по типа 
на in-frame инсерции или точкови мутации в екзон 20. Тези тумори са обикновено адено-
карциноми при непушачи и при жени. Мутации в HER2 се намират при 1-2% от НДКБК.

MET е тирозинкиназен рецептор за хепатоцит-растежния фактор (HGF). Аберациите 
включват MET-екзон 14 skipping мутация (при 3% от белодробните аденокарциноми и 
до 20% от белодробните карциноми тип саркоматиден вариант), MET-генна амплифи-
кация (при 2-4% при нелекуван НДКБК) и MET с EGFR-комутации (при 5-20% от EGFR-
мутиралите тумори, които са придобили резистентност към EGFR-инхибитори).3-7

По правило RET-генът кодира тирозинкиназен рецептор на клетъчната повърхност, 
който често е променен при медуларен карцином на щитовидна жлеза. Повтарящи се 
транслокации между RET и различни фузионни партньори (CCDC6, KIF5B, NCOA4) 
са идентифицирани при 1-2% от аденокарциномите и се намират по-често при млади 
пациенти и непушачи.8

Аналитични методи за изследване. Мутации в BRAF и HER2 при пациенти с НДКБК 
са установени чрез PCR или секвениране от ново поколение (NGS).9, 10 Екзон 14 skipping 
мутации се намират най-често чрез NGS, докато MET-амплификация може да се уста-
нови чрез FISH или някои NGS-панели.11, 12 RET-транслокациите могат да се установят 
с break-apart FISH или NGS. 

По-голяма част от тези геномни алтерации могат да се търсят в туморна тъкан и чрез 
течна биопсия в циркулираща туморна ДНК (ctDNA), когато няма тъкан за изследване 
или за да се търсят механизми на придобита първична или вторична резистентност.

Доказателства за предиктивно значение. Идентификацията на различни специфич-
ни активиращи мутации доведе до разработване на прицелни лекарства, които  са 
предпочитано лечение при селектирани пациенти с НДКБК. Например BRAF-инхи-
биране с перорални нискомолекулни тирозинкиназни инхибитори (ТКИ) (dabrafenib 
в комбинация с MEK-инхибитора trametinib) е ефективна стратегия в лечението на 
авансирал НДКБК с BRAF V600-мутация, първоначално доказана в проучването 
BRF113928 (NCT01336634) със средна продължителност на отговор от 12.6 месеца при 
претретирани пациенти с НДКБК.15  В последвало клинично изпитване, този път при 
нелекувани пациенти с авансирал BRAF V600-мутирал НДКБК, е постигната степен 
на общ отговор (СОО) от 64% (46-79%) и среден контрол над болестта (СКБ) 72% (55-
86%). Според независима оценка постигнатата продължителност на отговора е 15.2 
месеца (95% CI 7.8-23.5), а средната преживяемост без прогресия (ПБП) е 14.6 месеца 
(7.0-22.1).16 От юни 2017 г. комбинацията dabrafenib плюс trametinib е одобрена от Ев-
ропейската лекарствена агенция (EMA) за лечение на възрастни пациенти с авансирал 
НДКБК с BRAF V600-мутация. 
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Други стратегии за пациенти с BRAF-мутирали карциноми включват използване на 
монотерапия с MEK ТКИ; тя е от особен интерес при някои тумори с BRAF-мутация, 
различна от V600E, които не са показани за лечение с наличните BRAF-инхибитори. 

Клиничните характеристики и прогнозата на BRAF-мутирали белодробни аденокарци-
номи са илюстрирани в един център при 697 пациенти, диагностицирани между 2009 г. 
и 2013 г.1 Преобладават (57%) пациенти с V600E-мутация, като 92% са пушачи, въпреки 
че мутиралите по-вероятно е да са слаби пушачи или непушачи, сравнени с тези, има-
щи не-V600-мутации (42% срещу 11%). Между 32 пациенти с ранен стадий (19%) разви-
ват синхронен или метахронен втори първичен белодробен карцином, всеки от които 
е с мутации в KRAS. За тези с авансирал НДКБК прогнозата е значително по-добра 
при пациенти с V600-мутация в сравнение с не-V600-мутация (преживяемост на трета 
година – 24% срещу 0%). Шест от 10 пациенти с авансирала болест и V600E-мутация 
са с частичен отговор към лечение с BRAF-инхибитор, трима са със стабилна болест, а 
средната продължителност на отговор е над 6 месеца. 

Поредица от клинични случаи предполагат, че тумори с HER2-инсерции често отгова-
рят на trastuzumab плюс химиотерапия10, 18 или на afatinib (EGFR/HER2 ТКИи).10, 19 В 
поредица от 65 пациенти, получили ERBB2-таргетна терапия, СОО е 51%. За получили 
trastuzumab с химиотерапия и за тези на afatinib СОО е съотв. 50% и 18%, СКБ е 75% 
и 64%, а ПБП е съотв. 5.1 и 3.9 месеца.20 Стратегия с пулсова доза на afatinib от 280 mg 
седмично е с добра поносимост, като един от тримата лекувани пациенти е с частичен 
отговор от 5 месеца, а друг е със стабилна болест за 11 месеца.21

В проучване са и други HER2-таргетни агенти. Във фаза I проучване са включени петима 
пациенти с НДКБК с HER2-мутации за оценка на отговора на необратимия пан-HER-ин-
хибитор neratinib и на механистичната цел на mTOR-инхибитора temsirolimus. Двама са с 

частичен отговор за приблизително 4 и 8 месеца, а другите трима са със стабилна болест 
за 3 до 5 месеца.22 По-големи клинични проучвания са в ход за последваща оценка на 
ефикасността на тези класове агенти. Няма очевидна връзка между HER2-амплификация 
и HER2-мутации, като предхождащи проучвания не демонстрират полза от trastuzumab 
при HER2-амплифициран НДКБК, поради което не се препоръчва такова изследване.23, 24

Проучвана е поредица от инхибитори с активност срещу MET за три аномалии. Пър-
вата е MET-екзон 14 skipping мутация, която намалява разграждането на MET-про-
теина, правейки го онкогенен драйвер. Crizotinib е мощен MET-инхибитор, освен че 
инхибира ALK и ROS1. В поредица от 17 пациенти с MET-екзон 14 skipping мутации, 
лекувани с crizotinib, 5 са с потвърден отговор и 5 са с непотвърден частичен отговор.25 

Cabozantinib, който има активност срещу MET, е приложен при един пациент и води до 
стабилна болест за 5 месеца. Друго проучване при пациенти с НДКБК с тази мутация 
докладва отговор към capmatinib – MET-инхибиторна молекула в проучване.

Втората аномалия е MET-амплификация. Повишена експресия на MET може да пред-
скаже отговор към MET-таргетни лекарства, но също изглежда да е свързана като цяло 
с по-лоша прогноза.26, 27 Първи проучвания с crizotinib при високо селектирана група от 
12 пациенти с умерена или висока MET-генна амплификация показват отговор при 5 
пациенти и стабилна болест при други 5, като ефектът е особено продължителен при 
пациенти с висока MET-амплификация.11 Има налични няколко клинични проучвания 
с MET-инхибитори за MET-амплифициран НДКБК. 

Трета аномалия е MET при налични EGFR-мутации. Поради това, че MET-амплифика-
цията може да допринесе за придобита резистентност към EGFR ТКИи, комбиниране-
то им с MET-инхибитори е в клинични проучвания.
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Във фаза II проучване на cabozantinib при 25 пациенти с RET-транслокация води до 
частичен отговор при 7 (28%) и стабилна болест при 9 (36%) пациенти.28, 29 При средна 
проследяемост от 8.9 месеца ПБП е 5.5 месеца, а средната ОП – 9.9 месеца. Публика-

ции докладват и отговор на пациенти с RET-транслокации към vandetanib, sunitinib и 
alectinib.30-33 В ретроспективно проучване на 165 пациенти с RET- пренареден НДКБК 
отговорът към cabozantinib, vandetanib и sunitinib е съотв. 37%, 18% и 22%.34

B
�� При авансирал недребноклетъчен белодробен карцином се препоръчва изследване за BRAF V600-мутации с оглед селекция на пациенти, индицирани за 
комбинирано лечение с dabrafenib плюс trametinib.

�� За изследване на BRAF V600 се препоръчват PCR или секвениране от ново поколение (NGS) като част от генетичен панел. 

С

�� При пациенти с HER2-екзон 20 инсерции, прогресирали на химиотерапия, се предлагат извън индикация HER2-таргетни лекарства – или монотерапия с 
afatinib, или trastuzumab в комбинация с монохимиотерапия (vinorelbine или docetaxel). Препоръчва се употреба на количествен PCR или секвениране.

�� При пациенти с MET-екзон 14 skipping мутация или MET-амплификация, прогресирали на химиотерапия, се препоръчва извън индикация по-скоро 
MET-инхибитор (crizotinib или cabozantinib), отколкото монохимиотерапия или имунотерапия.

�� За установяване на MET-екзон 14 skipping мутация се препоръчва метода на генно секвениране, а за МЕТ-амплификация – FISH или секвениране.
�� При пациенти с RET-пренареждания, прогресирали на химиотерапия, вместо монохимиотерапия или имунотерапия, се предлага извън индикация 
следваща линия с RET-инхибитори (cabozantinib, vandetanib или alectinib).

�� За RET-пренареждания се препоръчват методите break-apart FISH или генно секвениране.

�� Когато е възможно, на пациентите би трябвало да се предлага участие в контролирани клинични проучвания (NCI-MATCH), включващи подгрупи за 
повечето геномни промени при недребноклетъчен белодробен карцином.  

�� При пациенти без достъп до клинично проучване за таргетна терапия могат да се използват извън индикация някои одобрени лекарства, като 
последваща линия след прогресия на предхождаща химиотерапия.
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1.5.7. PD-L1-експресия
Милчо Минчев, Светлана Христова

Молекулярна биология. Отдавна се предполага, че малигнените клетки избягват 
имунната атака чрез поддържане на имуносупресивна среда в туморния обем. Част 
от тази имуносупресия се дължи на експресия върху туморните клетки на лиганд за 
рецептора на програмираната смърт (programmed death receptor) PD-1 (CD279). PD-1 
регулира клетъчното активиране и терминологично е добил гражданственост като 
контролна точка (чекпоинт) в Т-лимфоцит-опосредстваната антитуморна атака.1-4 

По правило PD-1 е експресиран върху повърхността на Т-лимфоцити, В-лимфоцити 
и моноцити.5 PD-L1 и PD-L2 са лиганди за PD-1 и се откриват, освен при туморни, 
върху клетъчни мембрани в нормални тъкани като сърце, бял дроб и плацента. PD-
L1 е 40 kDa тип 1 трансмембранен белтък, играещ основна роля при подтискане на 
имунната система при бременност, трансплантации, автоимунни и неопластични бо-
лести. Свързването на PD-1 към PD-L1 или PD-L2 инхибира Т-клетъчното активиране 
и подтиска вече активираните Т-клетки.6, 7 Експресията на PD-L1 от туморни клетки е 
може би основен механизъм, чрез който те блокират имунната система. Тази експре-
сия може да бъде конститутивна, но може и да се придобива по време на еволюцията 
на туморните клетки.8 Биологично активен е мембранно-свързания PD-L1, а пусков 
механизъм за експресията му е или фокална (след секреция на гама-интерферон), или 
конститутивна и дифузна (чрез онкогенен стимул).9, 10 По правило PD-L1-експресията 
при възпалителен процес е компонент от адаптивния имунен отговор и често е свързан 
с наличие на имунен инфилтрат, докато онкогенно стимулираната експресия може да 
не е свързана с имунна реакция.11, 12 Многобройни смущения в клетъчната сигнализа-

ция се свързват с конститутивната експресия на PD-L1. Например загубата на фос-
фатаза-тензин хомолог (PTEN) се асоциира с повишена експресия при глиобластом 
и колоректален карцином.12, 13 Увеличената активност на киназата на анапластичния 
лимфом (ALK), резултираща с повишената експресия на STAT3, води до индукция на 
PD-L1 и до избягване на имунологичния контрол при лимфоми.14

Аналитични методи за изследване. Изследването на мембранно експресирана струк-
тура върху биопсичен материал се извършва чрез имунохистохимия (ИХХ), но интер-
претацията на PD-L1-експресията е затруднена поради множество фактори. Използват 
се различни моноклонални антитела като 28-8, 5H1, MIH1 и 405.9A11, но липсата на 
ясно определение за позитивност, вариращо до положително оцветяване на > 1% до 
> 50% от туморните клетки, както и хетерогенноста на PD-L1-експресията в туморна 
микросреда, представляват проблем.15 Освен това, ограничените места за свързва-
не на тези антитела върху молекулата на PD-L1, притежаваща само две хидрофилни 
области, затруднява ИХХ-анализ върху фиксирани с формалин парафинови срезове. 
Антителата, използвани за ИХХ, и терапевтичните антитела свързват различни обла-
сти от PD-L1, което представлява бариера за интерпретация на клиничните резултати. 
По-високата степен на PD-L1-експресията е в граничната зона имунни клетки-тумор 
(т.нар. туморна интерфаза), в среда богата на гама-интерферон, секретиран от имун-
ните клетки, а това може да се интрепретира като начален защитен отговор срещу 
успешна туморна лиза от тумор-инфилтриращи лимфоцити чрез свръхекспресия на 
PD-L1. Това съвпада с кинетиката на PD-1, където началната експресия се свързва с 
активиране на Т-лимфоцити, а с напредване на времето свръхекспресията е белег на 
Т-клетъчно изтощаване, вероятно поради експресия на други чекпоинт-молекули като 
гена на лимфоцитна активация 3 (LAG-3), T-клетъчен мембранен протеин 3 (TIM-3) и 
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др.16 Ето защо прогностичната и предиктивна стойност на PD-L1-експресията се влияе 
от момента на биопсията (развитие на лезията, проведено дотогава лечение). 

За целите на клиничната практика и избора на таргетна имунотерапия ИХХ-опреде-
ляне на PD-L1-позитивност все още е в процес на стандартизиране. Настоящите пре-
поръки за позитивен тумор включват ИХХ-частична/пълна грануларна мембранна оц-
ветка.17, 18 Оценката се извършва върху хистологични срезове от включени в парафин 
фиброскопски или хирургични тъканни материали. За всеки PD/PD-L1-инхибитор е 
създадена индивидуална ИХХ-платформа, включваща отделен клон антитяло, оцве-
тителен протокол, самостоятелна система за оценка и дефиниране на позитивност 
(Табл. 1). Най-често използвани анти-PD-L1-моноклонални антитела и диагностични 
системи/кит са 22C3 pharmDx тест, 28-8 pharmDx, SP142 antibody. Всяка платформа 
изисква оценка на минимален брой туморни клетки: минимум 50 за SP142 антитяло 
и ≥ 100 за 28-8 и 22C3 pharmDx assay. Реакцията се представя като мембранна и/или 
интрацитоплазмена позитивна оцветка в туморната клетъчна популация и в интрату-
морните имунокомпетентни (стромни) клетки – лимфоцити и алвеоларни макрофаги, 
които имат роля на вътрешна контрола. Огромните разходи, свързани с лечението 
с имунни чекпоинт-инхибитори, както и голeмите очаквания на лекари и пациенти, 
изисква определяне на по-малка група от пациенти, където вероятността за успех на 
терапията е най-голяма. Имунохистохимичното определяне на експресия на PD-L1 е 
най-добрият, въпреки и не оптимален в момента, биомаркер. Възможно е в бъдеще 
да се търси оптимална, заедно с PD-L1-експресия, комбинация от биомаркери, като 
туморна лимфоцитна инфилтрация (TLI), имунни генни сигнатури, мутационен товар, 
които да предскажат нуждата от включване на анти-PD/PD-L1-терапия. 

Доказателства за предиктивно значение. Анализът на експресията на PD-L1 като пре-
диктивен биомаркер е правен при недребноклетъчен белодробен карцином (НДКБК). 
В две от четири публикации, използващи PD-L1-антитяло клон 28–8, се демонстрира 
предиктивната стойност на PDL1-експресията с оглед терапия с чекпоинт инхибитори. 
В по-малкото клинично проучване Checkmate 063 24% от позитивните и 14% от негатив-
ните пациенти имат обективен отговор на лечение. В клиничното проучване Checkmate 
057 за позитивна граница се приема ≥ 5%, а това корелира с 34% срещу 14% повлияване 
съотв. на позитивни срещу негативни пациенти. При Checkmate 017 позитивността за 
PD-L1 не е прогностичен или предиктивен маркер за благоприятен изход след терапия 
с чекпоинт-инхибитори при неплоскоклетъчен НДКБК.19 Проучване CHECKMATE 017, 
обаче, поради по-малкия брой пациенти в сравнение с CHECKMATE 057, е лимитира-
но да направи тази разлика и по-задълбочена ревизиране на изпитването предполага 
не само тенденция към подобрен отговор и обща преживяемост (ОП) за PD-L1-пози-
тивни случаи, но и почти удвояване на броя пациенти в „опашката“ на кривата за пре-
живяемост без прогресия (ПБП) на PD-L1 позитивни, предполагайки вероятност от 
дългосрочна полза за тях.26 Интересно е, че във всички проучвания значителна част от 
негативните пациенти се повлияват благоприятно от лечение с nivolumab. Въз основа на 
това Американската Агенция за храни и лекарства (FDA) одобрява nivolumab за клинич-
но приложение, без да посочва праг за позитивност на PD-L1 експресия. Съвременните 
данни сочат, че терапия с чекпоинт-инхибитори е по-успешна, когато е налице висо-
ка експресия на  PD-L1, изследвана чрез ИХХ.20, 21 Три клинични изпитвания (Keynote 
001, Keynote 010 и Keynote 024) изследват и проспективно валидират PD-L1 като пре-
диктивен биомаркер за монотерапия на недребноклетъчен белодробен карцином (НД-
КБК) с pembrolizumab, използвайки 22C3 IHC PharmDx съотв. за втора линния при ≥ 
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50% експресия на PD-L1 (аналитично валидирана), втора линия при ≥ 1% експресия на 
PD-L1 (клинично валидирана) и първа линия при ≥ 50% експресия на PD-L1 (клинично 
потвърждение).27 В Keynote 001 pembrolizumab е с приемлив профил на безопасност и 
показва антитуморна активност при пациенти с авансирал НДКБД. PD-L1 експресия в 
поне 50% от туморните клетки се свързва с подобрена ефикасност на pembrolizumab.21 В 
Keynote 010 pembrolizumab удължава ОП и има по-благоприятен профил риск/полза при 
PD-L1-позитивни пациенти с предшестващо лечение с платина-базирана химиотерапия. 
Тези данни налагат pembrolizumab като нова терапевтична възможност и валидират се-
лектиране на пациенти според експресията на  PD-L1 за тази популация. В проучването 
проспективно се валидира клиничната полза, базирана на селекция според експресия на 
PD-L1 ≥ 1% и клиничното представяне на 22C3 Pharm DX като съпътстваща диагностика 
за pembrolizumab при тази гранична стойност (1%).28 В проучване Keynote-024 при паци-

енти с напреднал НДКБД и с PD-L1-експресия в над 50% от туморните клетки приложе-
нието на pembrolizumab се свързва със значително по-дълга ПБП и по-малко странични 
ефекти от платина-базирана химиотерапия.22 В резултат на това PD-L1-експресия в над 
50% от туморни клетки след оцветяване с 22C3 моноклонално антитяло е приета като 
предиктивен биомаркер за монотерапия с pembrolizumab от първа линия при възрастни 
без налични EGFR-активиращи туморни мутации или ALK-пренареждания.

PD-L1 експресия в над 1% от туморни клетки след оцветяване с 22C3 моноклонално ан-
титяло е приета като предиктивен биомаркер за монотерапия с pembrolizumab на локал-
но авансирал или метастатичен НДКБД при възрастни, на които е приложена поне една 
предходна химиотерапевтична схема. Пациенти с активиращи EGFR-мутации или ALK-
пренареждания трябва да са получили таргетна терапия преди лечение с pembrolizumab.23 

A

PDL1-експресия върху туморни клетки при недребноклетъчен белодробен карцином се препоръчва като предиктивен биомаркер за: (1) първа линия моно-
терапия с pembrolizumab при метастатична болест с висока експресия на PD-L1 от туморните клетки (тумор-пропорционален скор (ТПС) > 50%), опреде-
лен след оцветяване с антитяло 22С3 и липса на експресия на мутирал EGFR и на фузионен ген EML4-ALK; (2) втора линия монотерапия с pembrolizumab, 
nivolumab или atezolizumab при локално авансирала или метастатична болест, чиито туморни клетки експресират PD1/PD-L1 (ТПС > 1%), според специ-
фичните диагностични платформи, при прогресия след платина-базирана химиотерапия; при наличие на експресия на мутирал EGFR и на фузионен ген 
EML4-ALK пациентите трябва да са получили съответна таргетна терапия.
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Таблица 1. PD-L1 имунохистохимична оценка според лекарствената форма и диагностичния тест.24

Лекарство PD-L1 диагностично антитяло, клон Диагностична платформа Критерии за PD-L1-позитивност

Nivolumab 28-8 (rabbit)
Agilent Technology/Dako

Link 48 Autostainer
Agilent Technology/Dako ≥ 1% туморни клетки

Pembrolizumab 22C3 (mouse)
Agilent Technology/Dako

Link 48 Autostainer
Agilent Technology/Dako ≥ 50% туморни клетки

Atezolizumab SP142 (rabbit)
Ventana BenchMark ULTRAVentana туморни клетки и/или тумор-инфилтри-

ращи имунни клетки

Durvalumab SP263 (rabbit)
Ventana

BenchMark
Ventana

≥ 25% туморни клетки

Avelumab 73-10
Agilent Technology/Dako

Dako assay ≥ 1% туморни клетки

�� При имунохистохимично изследване на бронхоскопски биопсии за оценка на PD/PD-L1 се изискват минимум четири тъканни късчета от туморния 
обем или минимум 50-100 налични туморни клетки според индивидуалните лекарствени платформи и използвани антитела.

�� Имунохистохимичната реакция зависи от начина и продължителноста на фиксация, които при бронхиални биопсии трябва да са в 10% неутрален 
буфериран формалин за период от 6 часа, но не повече от 24 часа. 
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1.5.8. Радиомни и радиогеномни анализи и сигнатури
Татяна Хаджиева, Галина Кирова

Радиомика. Изучава количествени и качествени характеристики на образите, събрани 
през целия онкологичен път на пациента. Тя екстрахира и анализира огромен обем 
от количествени и морфологични образи по време на диагностика, лечение и просле-
дяване на пациента на компютър-томография (КТ), магнитнорезонансна томография 
(МРТ) и позитронноемисионна томография с компютър-томография (ПЕТ/КТ). Ра-
ционалността и перспективността на метода е в огромния брой образи, получавани в 
хода на стандартна диагностика, лечение и проследяване. Важно е, че те изобразяват 
целия тумор, а не само негова част, като при геномен анализ. Може да оцени и ту-
морната строма. Позволява широко лонгитудинално мониториране. При диагноза и 
определяне на план за лечение (индивидуализирано) поради изобразяване на вътрету-
мората хетерогенност може да се насочи място на биопсията за диагноза и оценка на 
лечение. При използване на КТ се прилагат следните стъпки: (i) получаване на образ; 
(ii) идентифициране на област на интерес с прогностично значение (хабилитат); (iii) 
сегментиране на обемите (очертаване) и определяне на описателните характеристики 
на обема; (iv) екстрахирането им, създаване на разграничителни модели с предиктив-
на стойност, самостоятелно или чрез допълнителна информация като демографски, 
клинични и геномни данни. По всеки от тези показатели предстои много работа и 
стандартизиране. Тези характеристики и зони на интерес се променят от лечението 
и това следва да бъде изучено. На следващ етап се осъществява съпоставяне на тези 
образи с геномни изследвания, определяно като задача на радиогеномика – създаване 
на прогностични радиомни сигнатури въз основа на туморната хетерогенност, асоци-

ирана със съпроводена генна експресия. Крайната, но все още много далечна, цел е 
изграждане на модели за предикция на туморния отговор на различни лечебни методи 
и по-специално – на лъчелечение (ЛЛ) и прогноза. Счита се, че е настъпило време, ко-
гато радиомиката следва да излезе от сферата на бутикови изследвания и да премине 
в транслационна технология. Известни дружества като American College of Radiology, 
RSNA, The Society of Nuclear Medicine and Molecular Imaging, International Society of 
Magnetic Resonance in Medicine и World Molecular Imaging Society продължават да 
включват в ръководствата си насоки за обработване на количествени образи.

Доказателства за прогностични и предиктивни значения на радиомиката. Ради-
омика с КТ. Aerts et al. провеждат първо широко мащабно радиомно проучване върху 
три кохорти от белодробен карцином (БК) и две групи на тумори на глава и шия с обща 
бройка около 1000 пациенти. Авторите оценяват прогностичната стойност на 200 по-
казателя, екстрахирани от КТ преди лечение. Намерени са радиомни характеристики, 
които описват туморната хетерогенност и могат да бъдат полезни при предсказване 
на преживяемост.1 Проучват се  възможност на радиомиката да прогнозира върху КТ-
образи риск от далечни метастази при белодробен аденокарцином. Туморните фено-
типни разлики (неправилна форма, инфилтрация, хетерогенност и некрози) могат да 
бъдат количестгвено определяни след анализ на огромно количество характеризира-
щи образите алгоритми. При общо 182 болни (98 пациенти и 84 случаи за валидиране) 
са определени 635 радиомни параметри. Установено е, че 35 радиомни сигнатури имат 
прогностичен характер за далечни метастази, а 12 – за преживяемост. Всички паци-
енти са провели дефинитивно ЛЛ, като при 179 има едновременно лъчехимиолечение 
(ЛХЛ), при 28 – индукционна химиотерапия (ХТ) и при 79 – адювантна ХТ.2 Определят 
се зони на интерес в тумора или негови части (хабилитати), разглеждани като трииз-
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в мишенния обем в 36% (95% CI: 16-62) и промяната на целта на терапията от радикално 
в палиативно ЛЛ в 20% (95% CI: 9-39). Единственото рандомизирано проучване на Ung et 
al.8 върху 310 болни показва подобрение в двугодишната ОП след планиране чрез ПЕТ/
КТ– 53% срещу 41% след планиране само чрез КТ; отчита се промяна в мишенния обем в 
43% и промяната на целта на ЛЛ от радикално в палиативно в 22%. Изследването на Socha 
et al. върху 223 болни е кохортно и сравнява с данни от историческа контрола; показва 
подобрение в тригодишната ОП след планиране чрез ПЕТ/КТ – 33% срещу19% само чрез 
КТ.9 Общо заключение на системния анализ за ползата от ПЕТ/КТ при планиране на ЛЛ е: 
две от пет проучвания показват значима промяна в мишенния обем след ПЕТ/КТ и едно от 
пет проучвания регистрират смяна на целта на ЛЛ от радикално високодозово облъчване 
към палиативно. Отбелязва се и риск от подобен подход: част от пациентите, подложе-
ни на палиативно ЛЛ, имат фалшиво позитивни ПЕТ/КТ-данни и затова се препоръчва 
хистологична верификация. Използвайки петточкова скала на препоръки10, системният 
анализ оценява принос по следния начин: (i) ПЕТ/КТ за планиране може да подобри пре-
живяемостта (2 точки); (ii) вероятно води до промяна на определяне на мишенния обем (3 
точки) и (iii) променя целта на ЛЛ от радикално в палиативно (3 точки). Шведските автори 
считат, че са събрани много обемни данни, които да обосновават защо организации като 
NCCN, ESTRO, IAEA и Swedish National Board of Health and Welfare препоръчват ПЕТ/КТ 
за подпомагане при планиране на туморния обем при НДКБК.11-14 Акцентира се, че липсват 
фаза III рандомизирани проучвания и няма предвидени такива.7

Радиогеномика. Използва се за определяне на геномни сигнатури, имащи отношение 
към лъчечувствителността на тумори и нормални тъкани. Радиомиката трябва да се раз-
граничи от радиогеномиката, която представлява цялостен геномен анализ за определе-
не на генетични причини в разликите в лъчечувствителността на тумор и здрави тъкани.  

мерни образи, оценяват се количествено с определени параметри и се съпоставят с 
клинични и геномни данни. Целта е да се разработят модели – диагностични, предик-
тивни и прогностични. При БК са налице категорични данни за туморна хетерогеност 
на СТ-образите, изразяващи се в спикули и градиент на ентропия. Grove et al. считат 
тези показатели за надежни прогностични индикатори при ранен БК.3 Проведени са 
и други изследвания върху недребноклетъчен белодробен карцином (НДКБК), но са 
използвани различни параметри и друга методология за анализ, така че сравненията 
са затруднени.4, 5 Проблемът с туморната хетерогенност е генетична, но тя се изразя-
ва в различна стромна архитектура, консумация на кислород, глюкозен метаболизъм, 
експресия на растежни фактори, така че отделни части на тумора имат различна кръ-
воснабденост, пермеабилитет на кръвоносните си съдове, клетъчна пролиферация, 
клетъчна смърт и други биологични характеристики. Наблюдавана е както туморна 
хетерогенност между индивидите, така и интратуморна хетерогенност в един тумор. 
Установени са различни показатели на хетерогенност във вид наколичествено раз-
пределение на параметрите. Създадени са хистограми, изследвани в 200 публикации 
(PubMed, October 2014), но все още не са валидирани и нямат принос при НДКБК. 

Радиомика с ПET/КT. В литературата съществува един системен анализ на данни до 2010 
г.6, който е допълнително осъвременен в  Швеция7. Въпросът е дали прилагането на ПЕТ/
КТ в планиране на ЛЛ при НДКБК допринася за повишаване на преживяемостта, качест-
вото на живота, промяна в мишенния обем и целта на ЛЛ. Системният анализ обединява 
предишния и го допълва до ноември 2015 г. чрез данни от Medline, Embase и Cochrane 
Library на 37 проучвания, едно рандомизирано фаза II и eдно кохортно проучване (общо 
над 1600 болни). Нито едно от проучвания не докладва обща преживяемост (ОП), пре-
живяемост без ппрогресия (ПБП) и качество на живот (КнЖ). Оценени са само промени 
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Молекулярна патология. По правило НДКБК проявява широк спектър от терапев-
тичен отговор на ЛЛ. При някои пациенти се получава отличен отговор с дълготраен 
локален туморен контрол (ЛТК), докато други рецидивират дори след високи дози ЛЛ. 
Разлики се наблюдават и в лъчевите реакции на нормалните тъкани около тумора (ран-
ни и късни), понякога като тежки лъчеви увреждания, а в други случаи – като минимал-
ни. Научните дирения са за откриване на методи, идентифициращи хетерогенността 
на отговора, което се дефинира от персонализираната медицина.

Предиктивни биомаркери за лъчечувствителност/лъчерезистентност на НДКБК. 
Клетъчни линии от БК, приложени в експериментални проучваният, показва различни фе-
нотипни реакции. В 14 клетъчни линии на НДНБК са установени криви на фракцията на 
преживяване след облъчване с 2 Gy (т.нар. SF2), показваща по-ниска лъчечувствителност 
от дребноклетъчeн БК (ДКБК).15 За съжаление, киничното приложение е затруднено зара-
ди разлики и взаимодействие с фактори на микросредата и промяна в сигналните пътища. 
Проведени са широк спектър проучвания на генетични и епигенетични алтерации, включ-
ващи мутации в последователността на ДНК, промени в ДНК-копия, промени в miRNA, в 
протеиновата експресия, както и промени в туморната микросреда (ангиогенеза), разкри-
ваща потенциални детерминанти и сигнални пътища за прогресия и туморегенеза на БК. 
Проучване показва, че туморната експресия на ERCC1 (фактор в репарационата система 
на ДНК) е предиктор на преживяемост при пациенти, лекувани с комбинация от плати-
на и ЛЛ.16, 17 Мутации в EGFR, като делеция в екзон 19 или мутация в екзон 21 (L858R), 
също се изследват в посока на лъчечувствителност.17, 18 Установена е повишена лъчечувст-
вителност, свързана с промяна на мутантния EGFR, което затруднява взаимодействието 
на ДНК-зависимата протеинкиназа (DNA-PK), ключов фактор при възстановяване на 
двойноверижни разкъсвания, причинени от ЛЛ. Така клетъчни линии от НДКБК, носещи 

мутирал домейн на тирозинкиназа в EGFR, са няколко пъти по-лъчечувствителни в срав-
нение с тумори, носещи “див” тип EGFR.18 In vitro проучване показва, че ЛЛ, комбинирано с 
инхибитори на VEGF- и EGF-рецептори, повишава антитуморния ефект.18 Друго проучва-
не показва, че прилагане на EGFR-инхибитор erlotinib повишава лъчевата чувствителност 
при тумор с “див” тип EGFR.19 Малки проучвания показват, че ЛХЛ с еrlotinib увеличава 
многократно фистулите на хранопровода и тези проучвания са прекратени. Предвижда се 
еrlotinib да се прилага като индукционна терапия, а не заедно.19

Torres-Roca et al. се опитват да изработят радиационен класификатор, предсказващ 
лъчечувствителност на клетъчни линии чрез предсказване на стойности на фракция 
на преживяване след 2 Gy при SF2 22 от 35 клетъчни линии. Идентифицирани са три 
нови гена (RbAp48, RGS10 и R5PIA), чиято експресия корелира с лъчечувствителност. 
За съжаление, изводите са разнопосочни.20 Друго направлеание на изследване е уста-
новяване на влияние на родоначалните клетки на тумора върху лъчечувствителността. 
Изследват се с голяма амбиция и mRNA-сигнатури и се очаква в следващите три-пет 
години секвенирането от ново поколение (NGS) да предложи приложими в практиката 
биомаркери за целия тумор.21

Предиктивни биомаркери за лъчечувствителност на здрави тъкани под риск. За 
БК основни тъкани под риск са белият дроб и сърцето. Създадена е голяма база-данни 
за установяване на полиморфизъм на гени (XRCC1, XRCC2, XRCC3, XRCC4, XRCC5), 
свързани с лъчеви реакцици по механизъм на затрудняване на ДНК-репарация след 
лъчеви промени.22-24 Осемнадесет гена са свързани с лъчерезистентност, но само три са 
валидирани – MDM2, Livin α и TP54I3.24 Данни за НДКБК показват, че полиморфизъм 
на XRCC1 rs25487 (G > A) може да повлияе върху лъчечувствителността на нормален 
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бял дроб и спомага за развитие на степен 2 радиационен пневмонит. За съжаление, 
противоречиви са резултатите за склоност към пулмонит при пациенти с друг SNPs 
XRCC2 rs3218536 (G > A).22-24 Търсят се различни комбинация от показатели. Комбина-
ция от съотношение > 1 на TGF-β и средна доза в белия дроб > 20 Gy категоризират бо-
лните в три рискови категории: без риск за пулмонит (< 5%), умерен риск (50%) и висок 
риск (66%).24 При 164 болни с НДКБК са потърсени SNPs в ген TGF-β; установено е, че 
CT/CC генотиповете rs1982073:T869C TGFβ1-алели имат нисък риск за радиационен 
пневмонит, независимо от дозиметричните ограничения за средна доза на белия дроб 
V20. Предлага се това да се изследва преди ЛЛ и да насочва към персонализирано ЛЛ.24 

Токсичността на сърцето също е свързана с ЛЛ, но досега описаните по-горе биомаркери 
не са тествани за това. В ранни фази на рандомизирани проучвания се обмисля едновре-
менно хиперфракционирано ЛХЛ с erlotinib (NCT00983307) и ZD1839 (NCT00328562). 
Предвид данни за повишена токсичност с езофагиални фистули19 дизайнът им е про-
менен, като таргетната терапия се прилага индукционно. Всички тези изследвания са на 
предклинично ниво и върху експериментални клетъчни линии in vitro с различни по-
казатели, от които най-надеждна е връзката между EGFR и ЛЧ. Това следва да бъде по-
твърдено в ретроспективни изследвания и в проспективни рандомизирани проучвания.

B Препоръчва се използване на ПЕТ/КТ като помощно средство към планираща компютър-томография за прецизиране на клиничeн мишенен обем при 
лъчелечение.

C Засега не съществуват валидирани радиогеномни сигнатури, оценяващи фенотипeн лъчев отговор на тумор и нормални тъкани.

Липсват доказателства за съчетание на клинична интерпретация, терапевтични прогнози и предсказвания на лъчева чувствителност на тумор или 
здрави тъкани около него. Създават се въпросници, които да уеднаквят показателите за фенотипна оценка.
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1.6. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ДРЕБНОКЛЕТЪЧЕН 
БЕЛОДРОБЕН КАРЦИНОМ
1.6.1. PD-L1-експресия

Милчо Минчев

Молекулярна биология. Отдавна се предполага, че малигнените клетки избягват имун-
ната атака чрез поддържане на имуносупресивна среда в туморния обем. Част от тази 
имуносупресия се дължи на експресия върху туморните клетки на лиганд за рецептора 
на програмираната смърт (programmed death receptor) PD-1 (CD279). PD-1 регулира кле-
тъчното активиране и терминологично е добил гражданственост като контролна точ-
ка (чекпоинт) в Т-лимфоцит-опосредстваната антитуморна атака.1-4 По правило PD-1 е 
експресиран върху повърхността на Т-лимфоцити, В-лимфоцити и моноцити.5 PD-L1 и 
PD-L2 са лиганди за PD-1 и се откриват, освен при туморни, върху клетъчни мембрани 
в нормални тъкани като сърце, бял дроб и плацента. PD-L1 е 40 kDa тип 1 трансмембра-
нен белтък, играещ основна роля при подтискане на имунната система при бременност, 
трансплантации, автоимунни и неопластични болести. Свързването на PD-1 към PD-L1 
или PD-L2 инхибира Т-клетъчното активиране и подтиска вече активираните Т-клетки.6, 

7 Експресията на PD-L1 от туморни клетки е може би основен механизъм, чрез който те 
блокират имунната система. Тази експресия може да бъде конститутивна, но може и да 
се придобива по време на еволюцията на туморните клетки.8 Биологично активен е мем-
бранно-свързаният PD-L1, а пусков механизъм за експресията му е или фокална (след 
секреция на гама-интерферон), или конститутивна и дифузна (чрез онкогенен стимул).9, 

10 По правило PD-L1-експресията при възпалителен процес е компонент от адаптивния 
имунен отговор и често е свързан с наличие на имунен инфилтрат, докато онкогенно 

стимулираната експресия може да не е свързана с имунна реакция.11, 12 Многобройни 
смущения в клетъчната сигнализация се свързват с конститутивната експресия на PD-
L1. Например загубата на фосфатаза-тензин хомолог (PTEN) се асоциира с повишена 
експресия при глиобластом и колоректален карцином.12, 13 Увеличената активност на ки-
назата на анапластичния лимфом (ALK), резултираща с повишената експресия на STAT3, 
води до индукция на PD-L1 и до избягване на имунологичния контрол при лимфоми.14

Аналитични методи за изследване. Изследването на мембранно-експресирана 
структура върху биопсичен материал се извършва чрез имунохистохимия (ИХХ), но 
интерпретацията на PD-L1-експресията е затруднена поради множество фактори. 
Използват се различни моноклонални антитела като 28-8, 5H1, MIH1 и 405.9A11, но 
липсата на ясно определение за позитивност, вариращо до положително оцветяване 
на > 1% до > 50% от туморните клетки, както и хетерогенноста на PD-L1-експресията 
в туморна микросреда, представляват проблем.15 Освен това, ограничените места за 
свързване на тези антитела върху молекулата на PD-L1, притежаваща само две хидро-
филни области, затруднява ИХХ-анализ върху фиксирани с формалин парафинови 
срезове. Антителата, използвани за ИХХ, и терапевтичните антитела свързват различ-
ни области от PD-L1, което представлява бариера за интерпретация на клиничните ре-
зултати. По-високата степен на PD-L1-експресията е в граничната зона имунни клетки 
– тумор (т.нар. туморна интерфаза), в среда богата на гама-интерферон, секретиран от 
имунните клетки, а това може да се интрепретира като начален защитен отговор срещу 
успешна туморна лиза от тумор-инфилтриращи лимфоцити чрез свръхекспресия на 
PD-L1. Това съвпада с кинетиката на PD-1, където началната експресия се свързва с 
активиране на Т-лимфоцити, а с напредване на времето свръхекспресията е белег на 
Т-клетъчно изтощаване, вероятно поради експресия на други чекпоинт-молекули като 
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гена на лимфоцитна активация 3 (LAG-3), T-клетъчен мембранен протеин 3 (TIM-3) и 
др.16 Ето защо прогностичната и предиктивна стойност на PD-L1-експресията се влияе 
от момента на биопсията (развитие на лезията, проведено до тогава лечение). 

За целите на клиничната практика и избора на таргетна имунотерапия ИХХ-опреде-
ляне на PD-L1-позитивност все още е в процес на стандартизиране. Настоящите пре-
поръки за позитивен тумор включват ИХХ-частична/пълна грануларна мембранна оц-
ветка.17, 18 Оценката се извършва върху хистологични срезове от включени в парафин 
фиброскопски или хирургични тъканни материали. За всеки PD-1/PD-L1-инхибитор е 
създадена индивидуална ИХХ-платформа, включваща отделен клон антитяло, оцвети-
телен протокол, самостоятелна система за оценка и дефиниране на позитивност (виж 
Раздел 1.5.7., Табл. 1). Най-често използвани анти-PD-L1-моноклонални антитела и ди-
агностични системи/кит са 22C3 pharmDx тест, 28-8 pharmDx, SP142 antibody. Всяка 
платформа изисква оценка на минимален брой туморни клетки: минимум 50 за SP142 
антитяло и ≥ 100 за 28-8 и 22C3 pharmDx assay. Реакцията се представя като мембран-
на и/или интрацитоплазмена позитивна оцветка в туморната клетъчна популация и 
в интратуморните имунокомпетентни (стромни) клетки – лимфоцити и алвеоларни 
макрофаги, които имат роля на вътрешна контрола. Огромните разходи, свързани с 
лечението с имунни чекпоинт-инхибитори, както и голeмите очаквания на лекари и 
пациенти, изисква определяне на по-малка група от пациенти, където вероятността 
за успех на терапията е най-голяма. Имунохистохимичното определяне на експресия 
на PD-L1 е най-добрият, въпреки и не оптимален в момента, биомаркер. Възможно е в 
бъдеще да се търси оптимална, заедно с PD-L1-експресия, комбинация от биомаркери, 
като туморна лимфоцитна инфилтрация (TLI), имунни генни сигнатури, мутационен 
товар, които да предскажат нуждата от включване на анти-PD-1/PD-L1-терапия. 

Доказателства за предиктивно значение. Прогностичната и предиктивна стойност 
на PD-L1-експресията варира според момента на вземане на биопсия (проведено дото-
гава лечение, развитие на лезията). От друга страна, при липса на Т-клетки в биопси-
чен материал, за които се предполага да са ефектори в антитуморната атака, е трудно 
да се предположи, че чекпоинт-инхибитори ще имат ефект, дори и при PD-L1-пози-
тивни тумори. Оказва се обаче, че и пациенти с PD-L1-отрицателни тумори отгова-
рят на анти-PD-1- или анти-PD-L1-лечение, ако се приложи подходящ агент, водещ 
до инфилтриране на туморите с Т-лимфоцити. Това се потвърждава при комбинирано 
приложение на nivolumab (анти-PD-1) с ipilimumab (анти-CTLA-4) и то най-вече при 
пациенти с начални PD-L1-отрицателни тумори.19-21 Съществува и друг сценарий, при 
който пациенти с PD-L1-негативни тумори отговарят на лечение с чекпоинт-инхи-
битори поради фалшиво отрицателни резултати от имунохистохимичен тест. Освен 
това, значението на PD-L1-отрицателни тумори ще бъде различно в случаите, при 
които съществува генетичен дефект, в резултат на който липсва експресия на лиган-
да. В този случай комбинираното лечение, описано по-горе, не би довело до Т-кле-
тъчна инфилтрация и в тези случаи трябва да се търсят други чекпоинт-механизми, 
чрез които туморните клетки избягват имунологичната атака.22, 23 На този фон е правен 
анализ на експресия на PD-L1 като предиктивен маркер при дребноклетъчен белодро-
бен карцином (ДКБК) с оглед възможното лечение с чекпоинт-инхибитори. Клинич-
ни проучвания показват, че анти-PD-L1- (nivolumab), анти-PD-1- (pembrolizumab) и 
анти-CTLA-4- (ipilimumab) антитела показват терапевтична активност при ДКБК. В 
клинично проучване CheckMate 032 монотерапия с nivolumab е сравнена с комбини-
рано лечение с nivolumab и ipilimumab24; отговор на лечението се наблюдава при 18% 
от пациентите (пълна ремисия – 0, частична ремисия – 18% при nivolumab и пълна ре-
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мисия – 2.2%, частична ремисия – 16% при комбинация nivolumab/ipilimumab); общата 
преживяемост (ОП) съотв. е 4.4 срещу 8.2 месеца. В клинично проучване Keynote-028 
всички пациенти са PD-L1-позитивни (праг на експресия – 1%, определен чрез ИХХ); 
частичен отговор след приложение на pembrolizumab се наблюдава при 29% от паци-
ентите. Тези резултати са обещаващи и в момента текат други клинични проучвания 

на монотерапия с pembrolizumab (NCT02359019; NCT02402920). Мястото на PD-L1 за 
определяне на вид на лечение, обаче, е все още неясен поради наличие на положителен 
отговор при някои негативни пациенти. Огромните разходи, свързани с това лечение, 
както и големите очаквания на лекари и пациенти, може да наложат определяне на по-
селектирана група, където вероятността за терапевтичен успех е най-голяма.

C При дребноклетъчен белодробен карцином PD-L1 не е предиктивен маркер за лечение с чекпоинт-инхибитори и не се препоръчва изследване му, освен в 
условия на клинично проучване. 

При дребноклетъчен белодробен карцином терапевтичен отговор при приложение на чекпоинт-инхибитори може да бъде постигнат както при PD-L1-
експресия, така и при липса на такава.
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1.7. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ АДЕНОКАРЦИНОМ НА 
СТОМАХ И ГАСТРОЕЗОФАГЕАЛНА ВРЪЗКА
1.7.1. HER2-статус

Светлана Христова, Иван Иванов, Савелина Поповска

Молекулярна биология. Генът, кодиращ рецептора за човешки епидермален 
растежен фактор тип 2 (HER2, ERBB2), е протоонкоген, локализиран на дългото 
рамо на 17 хромозома (17q12). Неговата амплификация при карцином на стомах 
и хранопровод засяга най-често локус 17q12-q21 и е свързана с повишени нива на 
HER2-мембранни рецептори. Фосфорилирането на HER2-рецепторите води до ви-
сока клетъчна пролиферация, диференциация, устойчивост на апоптозни стимули 
и неоваскуларизация.1, 2 Според отделни серийни проучвания при карциноми на 
стомах (КС) и гастроезофагеалната връзка (КГЕВ) честотата на HER2-генна амп-
лификация и свръхекспресия на мембранния рецептор се доказва в много широк 
интервал – между 4.4% до 53.4%, с превес при КГЕВ. При КС варира според хисто-
логичния вариант, преобладащо при интестинален тип и умерено диференциран 
аденокарцином (G2).2-4, 6

Понастоящем липсва консенсус за прогностичната роля на HER2 при КС и КГЕВ. Спо-
ред резултати от единични проучвания при нелекувани пациенти с КС HER2-статусът 
не е свързан с изход на болестта.4, 5 Повечето проучвания обаче приемат прогностично 
значение на HER2. В литературата преобладават данни, че при КС и КГЕВ наличието на 
амплификация на HER2-гена и свръхекспресия на рецептора е неблагоприятен фактор, 
свързан с понижена обща преживяемост (ОП).2-7

Аналитични методи за изследване. Основен диагностичен метод е имунохистохи-
мична (ИХХ) верификация и определяне на нивата на мембранния рецептор. За раз-
лика от карцинм на гърда, при КС и КГЕВ HER2-експресията се представя с много 
по-изразена хетерогенност и различен тип ИХХ-реакция. Диагностичният протокол 
за оценка с ИХХ/in situ хибридизация (ISH) е създаден в 2007-2008 г. след тестване в 
лабораторията по молекулярна патология TARGOS, Касел, Германия, от M. Hofmann, 
J Rüschoffet al. Протоколът е адаптиран за индивидуална оценка върху материали от 
хирургична резекция и фиброскопски биопсии.3 Препоръчва се от ASCO/CAP и се 
прилага във всички лаборатории, извършващи определяне на HER2 при КС и КГЕВ 
(Табл. 1).3-5 С доказана диагностична ИХХ-ефективност са HercepTest и HER2-антитела 
клонове 4B5, A0485, SP3 и CB11.6 Според стандарта на NCCN при HER2 ИХХ-оценка 
2+ се изисква допълнителна верификация чрез FISH или друг ISH-метод.2 По данни 
от литературата ISH+ (амплификация на HER2-гена) се установява в 30-50% от тумо-
ри с HER22+ статус.6 За FISH-позитивност се приема HER2:CEP17 съотношение ≥ 2 
(Tabl.2).2, 3 В началното системно проучване ToGA е установен висок процент (94%) на 
съвпадение между позитивните оценки: ИХХ HER2 3+/ISH+, което се потвърждава от 
множество последващи студии. Разликите между ИХХ- и ISH-оценки варират в две 
посоки – ИХХ(0-1+)/ISH(+) и ИХХ(3+)/ISH(-).1, 6-8 Mетодите, валидирани за ISH диаг-
ностика, са: Ventana HER2 DNAprobe (BDISH; RocheTissue Diagnostics), Ventana HER2 
DualISHDNA ProbeCocktail и HER2 FISHpharmDx kit (Dako).4,9 При избор на лечение с 
trastuzumab водещо и основно значение има ИХХ-изследване тъй като 3+ HER2-мем-
бранна експресия е таргетният онкопротеин и не е в зависимост от ISH-доказване на 
амплификация/полизомия на HER2-гена.6 По правило ИХХ HER2-статусът може да 
се определя върху биопсии или хирургични материали. При ендоскопски биопсии се 
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изисква изследване на минимум 5-6 до 8 материала от туморния обем, за да бъде на-
правена оценка на интратуморната хетерогенност.6-8 Изисква се стриктно спазване на 
стандартните процедури за вземане на материал и неговата фиксация. Времето на сту-
дена исхемия трябва да бъде минимално, особено при малки по обем биопсии, които 
изсъхват бързо. Фиксацията трябва да се извършва в 10% неутрален буфериран форма-
лин за период от минимум 8 часа, максимум – 48 часа.9 Препоръчва се преди въвеждане 
на рутинно изследване на HER2 всяка диагностична лаборатория да проведе сравните-
лен контролен тест, включващ 25 до 50 параралелни ИХХ/ISH проби. Съвпадението на 
резултатите между двата метода трябва да надхвърля 90%.10

При KC e установена изразена интратуморна хетерогенност както и вариации в HER2-
експресия според хистологичните класификационни варианти: при интестинален тип 
– до 50%, при дифузен и смесен тип – до 25% от случаите. Подобни разлики се наблю-
дават и според използвания метод – до 80% за ИХХ и окло 25-50% за ISH.9-11 В конте-
кста на хетерогенността изследването на повече от един тъканен материал (биопсичен 
блок) може да редуцира фалшиво негативните случаи с близо 10%. Преценката е в за-
висимост от морфологичната туморна характеристика и трябва да бъде индивидуална 
при всеки пациент. При аденокарциноми избраният парафинов блок да съдържа по-
нискодиференцирания карциномен компонент. По правило HER2-статусът в първичeн 
тумор и в метастатични огнища може да се различава, което изисква повторна оценка 
върху биопсирани метастастази.9

Доказателства за предиктивно значение. Прицелното лечение на пациенти с HER2-
позитивeн KC е насочено към инактивиране на ErbB2-рецепторите за растежни 
фактори. Може да се осъществи чрез рекомбинантни антитела, въздействащи вър-

ху екстрацелуларните части на рецептора, или посредством малки молекули, т.нар. 
тирозинкиназни инхибитори, въздействащи върху вътреклетъчни тирозинкиназен 
рецепторен домейн.12 Въз основа на рандомизирано мултицентрично контролирано 
проучване в 122 центъра от 24 държави (ToGA) от 2010 г. се въвежда изискване за 
ИХХ- и/или ISH-определяне на HER2 като предиктивен биомеркер за избор на лечение 
с trastuzumab при авансирал аденокарцином на стомах и ГЕВ. При пациенти с HER2-
позитивни тумори, лекувани с конвенционална терапия в комбинация с trastuzumab, 
е наблюдавана повишена обща преживяемост (ОП) и преживяемост без прогресия 
(ПБП), сравнено със самостоятелна химиотерапия.13 Проучване на приложение на ти-
розинкиназния инхибитор lapatinib при HER2-позитивeн КС и КГЕВ (LOGiC) показва 
противоречиви резултати и не демонстрира статистически значимо повишаване на 
ОП при приложение на lapatinib плюс химиотерапия спрямо химиотерапия. При до-
пълнителни анализи обаче са установени субгрупи, при които е налична сигнификант-
на разлика в ОП (при азиатци и пациенти на възраст < 60 години). Друго изследване, 
сравняващо ефекта на lapatinib в комбинация с paclitaxel (като втора линия) спрямо 
paclitaxel при КС с амплификация на HER2-ген по FISH, показва несигнификантно 
повишаване на ОП при комбинирана терапия. Разширен анализ установява сигнифи-
кантно повишена ОП при пациенти, получили комбинация lapatinib плюс paclitaxel 
спрямо paclitaxel в група с ИХХ HER2-позитивен (HER2 3+) КС.14 Според препоръките 
на Европейската асоциация по медицинска онкология (ESMO) наличието на протеи-
нова свръхекспресия, установена посредством ИХХ-метод и/или амплификация на 
HER2-гена, установена чрез in situ хибридизационен метод, се използва за подбор на 
пациенти с метастатичен КС и КГЕВ, подходящи за лечение с терапевтична схема, съ-
държаща trastuzumab.15,16
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A

�� Имунохистохимична верификация на HER2-рецепторeн статус при авансирал аденокарцином  на стомах и гастроезофагеална връзка се препоръчва при 
обсъждане на таргетно лечение с trastuzumab.

�� При HER2 2+ имунохистохимична оценка се препоръчва допълнително изследване чрез in situ хибридизационен метод (CISH, SISH, FISH).
�� При оценка на HER2-статус при аденокарцином на стомах и гастроезофагеална връзка посредством имунохистохимия/in situ хибридизация е 
препоръчително да се използва метода на Rüschoff/Hofmann.

�� Оценка на HER2-статус с имунохистохимия/in situ хибридизация върху гастроскопски материали трябва да се извършва върху оптимален туморен 
обем, включващ минимум шест късчета щипкови биопсии от туморна формация.

�� Фиброскопските биопсии трябва да се поставят във фиксиращ разтвор максимум до един час с оглед редукция на т.нар. „студен” исхемичен период, 
водещ до белтъчна деструкция.

�� За целите на диагностика с имунохистохимия фиброскопските и хирургичните биопсични материали трябва да се фиксират в 10% неутрален 
буфериран формалин за период съотв. от 6-8 часа и 12-78 часа.

�� Неспазване на правилата за фиксация и преданалитична обработка на тъканни материали може да бъде причина за неадекватна имунохистохимична/
in situ хибридизационна оценка на изследваните биопсии.

�� За анализ с имунохистохимия/in situ хибридизация се избират тъканни клетъчни блокове с оптимален туморен обем и полета с по-ниска степен на 
диференциация. 

�� При карциноми с хетерогенна морфологична структура може да се изследва повече от един парафинов блок.
�� Трябва да се избягва интерпретация на имунохистохимично изследване на материали, съдържащи фокуси на интестинална метаплазия и кръш-
феномен.

�� Интерпретацията на имунохистохимичната реакция (оцветяване) трябва да се извършва в контекста на тъканни контроли (контролни стъкла).
�� При in situ хибридизационни изследвания налични ниски нива на амплификация или полизомия на CEP17 следва да се отбелязват в биопсичния отговор.
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Таблица 1. Имунохистохимична оценка на HER2-експресия при аденокарцином на стомах и гастроезофагеална връзка за избор на лечение с trastuzumab.3 ,5, 11

HER2 ИХХ-оценка Върху хирургични биопсии оценката се базира 
на % позитивни туморни клетки

Върху ендоскопски биопсии не се изисква 
определане на % позитивни туморни клетки Обща оценка в клиничен аспект

0 Липсва мембранна реакция/или реакция в ˂ 10% 
от туморни клетки

Липсва мембранна реакция ИХХ HER2-негативен тумор

1+ Фина или частична мембранна реакция в ≥ 10% от 
туморни клетки

Фина или частична мембранна реакция в  кохезивни 
туморни клетки ˂ 5 в група

ИХХ HER2-негативен тумор

2+ Слаба до умерена базолатерална/латерална или 
пълна мембранна реакция в ˃ 10% от туморни клетки

Слаба до умерена базолатерална/латерална мембранна 
реакция в кохезивни туморни клетки ≥ 5 в група

Изисква се контролно изследване чрез 
ISH-метод (CISH, SISH, FISH)

3+ Силна по интезитет базолатерална/латерална или 
пълна мембранна реакция в ≤ 10% от туморни клетки

Силна по интезитет базолатерална/латерална мембранна 
реакция в кохезивни туморни клетки ≥ 5 в група

HER2-позитивен аденокарцином

Таблица 2. Отчитане и интерпретация на HER2 ISH-статус при карцином на стомах и гастроезофагеална връзка (адаптирано по J. Ruschoff и сътр.).11

In situ хибридизационен метод за оценка (FISH, SISH/dual ISH) 

Негативен статус Съотношение на HER2:центромер на хромозома 17 < 2.0%, отчетено в 20 кохезивни туморни клетки, показващи най-голям брой генни копия. При < 
4 броя на генни копия се приема негативен статус.

Съотношение на HER2:центромер на хромозома 17 – 1.8-2.2%, отчетено в 20 кохезивни туморни клетки, показаващи най-голям брой генни копия. 
Изброяват се нови 20 клетки, след което се взема решение за оценка позивитеност/негативност на HER2-амплификация/полизомия.

Позитивен статус Съотношение на HER2:хромозома 17 ≥ 2.0, отчетено в 20 кохезивни туморни клетки, показавщи най-голям брой генни копия. При > 6 броя на генни 
копия се приема позитивен статус.
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1.7.2. MSI
Светлана Христова, Борис Петров

Молекулярна биология. Понастоящем са идентифицирани четири ключови гена, от-
говорни за корекция на „грешки” при ДНК-репарация: mutL homologue (MLH1), mutS 
homologue 2 (MSH2), mutS homologue 6 (MSH6) и postemeiotic segregation increased 2 
(PMS2), които кодират комплекс от протеини (MMR).1 Погрешна реапликация/възсто-
навяне на ДНК поради мутации в репаративни гени води до инсерция или делеция 
на нуклеотиди, нарушена функцията на регулаторни протеини (dMMR) и се проявява 
фенотипно като микросателитна нестабилност (MSI). При стомашен карцином (СК) 
MSI се наблюдава предимно при наследствена предиспозиция в контекста на синдром 
на Lynch и по-рядко при спорадичен карцином, с обща честота 25-50%.2 При около 12-
15% от СК високите нива на MSI (MSI-H-фенотип) се определят от мутации в MLH1- и 
MSH2-гени, а в над 50% от случаите са свързани с епигенетична хиперметилация и 
инактивация на MLH1-промотора.3-5 Стомашен карцином с dMMR/MSI формира отде-
лен подтип и като такъв се развива по различни сигнални пътища. По правило MSI при 
СК е свързанас предходни мутации в множество гени, имащи значение за dMMR: TGFβ 
RII, IGFIIR, TCF4, RIZ, BAX, CASPASE5, FAS, BCL10 и APAF1, участващи в регулацията 
на клетъчния цикъл и апоптоза, и MSH6, MSH3, MED1, RAD50, BLM, ATR и MRE11, 
отговорни за подържане на геномната цялост и стабилност. Алтерация в тези гени е 
предпоставка за развитие на MSI и малигнен фенотип.6, 7

Молекулярно-биологичните характеристики на MSI при СК по отношение на предик-
тивно и прогностично значение все още са в процес на проучване. Според метаанализ 
на L Zhu et al. честотата на високи нива на MSI-H варира между 8.2% до 37% и е в зави-

симост от броя на изследваните случаи.8 Статистически значими резултати са получени 
в три ретроспективни проучвания, показващи, че СК с MSI-H е по-чест при възрастни 
пациенти, жени, дистална анатомична локализация, предимно високо диференцирани 
аденокарциноми от интестинален тип по Lauren според СЗО класификация, с повърх-
ностна инвазия, тенденция за нисък нодален метастатичен потенциал, ранен pTNM и 
клиничен стадий.10-14 Значението на MSI при СК не е напълно дефинирано и изисква 
допълнителна верификация и оценка на асоциaция с прогноза и лечение.8, 12, 13

Аналитични методи за изследване. Настоящият препоръчителнен метод за диагно-
стика на MMR/MSI е имунохистохимична (ИХХ) верификация на таргетни протеини. 
Стандартната методология е валидирана за колоректален карцином. Включва ИХХ-
доказване на MMR/MSI посредством четири антитела, свързващи се с MSH2, MLH1, 
и хетеродимери MSH6 и PMS2. Според индивидуалната ИХХ позитивна/негативна ту-
морна експресия се определят нивата на MSI: висока (MSI-H) – при позитивност за ≥ 
2 маркера, ниска – при позитивност за един маркер (MSI-L) или стабилна (MSS) – при 
липса на позитивна реакция. Тумори с ИХХ MSI-H статус се класифицират като MSI-
позитивни, а тези с MSI-L и MSS – негативни.11,15 По правило MLH1 формира хетеро-
димерен комплекс с PMS2. Липсваща експресия само на PMS2 e индикация за дефект 
в PMS2-гена. Комбинация от PMS2- и MLH1-негативност предполага инактивация на 
MLH1, който регулира стабилността на PMS2. Подобнo е съотношението и при MSH6/ 
MSH2: загуба само на MSH6 е белег за дефект в MSH6, докато липса на експресия и 
на двата протеина отговаря на инактивация на MSH2.1, 3 Антигенните таргети за ди-
агностичните антитела при ИХХ-определяне на MMR/MSI/MSS са частично зависи-
ми от начина на фиксация, което изисква оценката да се извършва върху оптимално 
фиксирани туморни биопсии и адекватни хистологични срезове. Недобре фиксирани, 
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централно локализирани полета от туморния обем се изключват. Като вътрешна по-
зитивна тъканна контрола се използва позитивна реакция в нормален епител, пери/
интратуморни лимфоцити или стромни клетки (фибробласти), показващи силна яд-
рена имунопозитивност за всички четири MMR-протеини.16 Хетерогеност, намалена 
оцветителна интензивност или интрацитоплазмена реакция могат да бъдат свързани с 
експресия на т.нар. „отрязан“ белтък с намалена стабилност, неравномерна фиксация и 
обработката на туморната тъкан или проведено неоадювантно лъчехимиолечение.1, 17, 18

Доказателства за предиктивно значение. Повечето публикувани данни за значение-
то на dMMR/MSI в канцерогенеза, прогноза и предиктивност са при колоректален 

карцином. Относно предиктивна стойност на MSI при 5-FU-базирана химиотерапия 
данните от настоящите проучвания са противоречиви и все още не е определен ал-
горитъм за адювантно химиолечение на СК с прояви на MSI-H.10, 11, 14 През май 2017 г. 
FDA одобрява приложение на PD-1-чекпоинт-инхибитора pembrolizumab като втора 
линия терапия на рецидивирал/авансирал КС и КГЕВ с MSI-H статус. Резултатите от 
фаза II клинично проучване Keynote-059 при неколоректален гастроинтестинален кар-
цином, вкл. СК, показват пълен отговор при 25% от пациентите, частичен – в 24% и 
стабилна болест – в 49% за период на проследяване от 5.3 месеца. Последна статисти-
ческа оценка на резултатите от проучването при тумори с MSI-H показват, че средният 
терапевтичен отговор е 57.1% (n = 7), сравнено с 9% при MSI-негативни (n = 167).21-24

В Препоръчва се имунохистохимично изследване за високи нива на микросателитна нестабилност (MSI-H) при избор на втора линия лечение с pembrolizumab 
при авансирал аденокарцином на стомах и гастроезофагеална връзка.

�� Имумохистохимичният метод за dMMR/MSI е бърз, относително лесен и достъпен индиректен анализ за определяне в клиничната практика на 
експресия на MLH1-, MSH2-, MHS6- и PMS2-антигенни протеини.

�� Имунохистохимичното установяване на MSI-H при стомашен карцином е с позитивно прогностично значение и корелира с ранен клиничен стадий 
(I-II), по-дълга преживяемост без болест и е по-често наблюдавана при интестинален хистологичен вариант.

�� Интерпретацията на имумохистохимичната оценка трябва да се извършва само при налична позитивна вътрешна реакция в ядра на стромни, 
възпалителни клетки или нормален (нетуморен) епител.

�� При имумохистохимично установена MSI-позитивна ядрена експресия в туморни клетки се приема като нормална експресия (MSS) при налична 
позитивна вътрешна контрола.
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1.8. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ПАНКРЕАСЕН 
АДЕНОКАРЦИНОМ
1.8.1. SPARC-експресия

Драга Тончева, Мариела Василева

Молекулярна биология. SPARC е тумор-супресорен ген. Той кодира протеин SPARC 
(Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine), известен и като протеин 40 на базалната 
мембрана (BM) или остеонектин (ON). SPARC представлява екстрацелуларен, матрикс-
асоцииран гликопротеин (ECM), който играе роля за минерализация на кости. Той има 
четири домейна: (1) Ca++ свързващ район, (2) район, богат на цистеин, (3) хидрофобен 
и (4) EF-мотив, свързващ Ca(2+) с голям афинитет.1 Известни са три транскрипционни 
варианти, които кодират различни изоформи на остеонектин. Секретира се от осте-
области, свързва калций и мед, инициира минерализация и образуване на кристали. 
Остеонектин супресира тумори, но корелира с метастазиране, тъй като повишава син-
теза и активността на матрикс-металопротеиназите (MMP-7) и играе важна роля за 
инвазия на ракови клетки в костите.2-6 Има значение за ангиогенеза, клетъчна адхе-
зия, пролиферация и миграция на ракови клетки. Свръхекспресираният остеонектин 
се среща при карцином на гърда, простатен и колоректален карцином. SPARC играе 
значима роляв процесите на малигнизация: моделиране на ECM и туморна микросреда 
(TME), антиадхезивно действие и регулация на апоптоза, туморен растеж, миграция и 
инвазия, активиране на TGFβ, регулация на Notch1/STAT3- и p53/p21Cip1/Waf1-пътя 
и повишаване на отговора към химиотерапия.

Аналитични методи за изследване. Експресията на SPARC в стромални фибробласти 
и туморен епител се определя чрез имунохистохимично оцветяване (ИХХ) с ON1-1 ан-
ти-SPARC-моноклонални антитела (Invitrogen). Експресията на SPARC се отчита като 

висока при ≥ 50% оцветени фибробласти или ниска – при < 50%. Експресията на SPARC 
в стромални фибробласти и в туморен епител е негативна (0), ниска (< 100) или висо-
ка(≥ 100). Експресията на SPARC в плазма се определя чрез ELISA.

Доказателства за предиктивно значение. Панкреасният дуктален аденокарцином (ПАК) 
е гастроинтестинален тумор с най-лоша прогноза и петгодишната преживяемост е под 5%. 
Предиктивното значение на SPARC-експресия е проучено от много автори.8, 9 В едно про-
учване, сравняващо експресия на SPARC в клетки от нормален панкреас, първичен ПАК 
и клетки от метастатични лимфни възли, авторите установяват, че SPARC се експресира 
изключително в клетки на туморна строма и нивото ѝ корелира с прогнозата.10 Друго про-
учване изследва с ИХХ туморна и перитуморна експресия на SPARC при 299 пациенти с 
първичен ПАК; установява се, че пациенти, при които фибробластите в стромата на тумо-
ра експресират SPARC, имат значимо по-лоша прогноза от пациенти, при които такава не 
се наблюдава. В допълнение, експресията на SPARC в самите ракови клетки не се свързва 
с прогнозата.11 Експресията на SPARC от стромални клетки е най-вероятната причина за 
дезмопластична реакция и слаба васкуларизация на стромата, дължаща се на инхибиране 
на VEGF. От друга страна, едно проспективно проучване изследва нивото на експресия 
на SPARC при 134 пациенти и асоциацията му с други клинико-патологични параметри и 
преживяемостта; експресията на SPARC в строма не показва асоциация с преживяемост-
та. Цитоплазмена експресия на SPARC се установява при 55% от туморите. Експресията 
в първичния тумор корелира значително с по-кратка преживяемост без болест (ПББ) и 
обща преживяемост (ОП). При пациенти с gemcitabine-базирана химиотерапия цитоплаз-
мената експресия на SPARC е негативен прогностичен фактор.12 Eдин метаанализ от 2016 
г. обобщава резултати от 1623 пациенти от 10 налични проучвания и показва, че SPARC-
експресията е негативен прогностичен фактор, особено в туморна строма. Резултатите не 
успяват да оценят асоциацията на SPARC с ПББ.13
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Цитостатикът nab-paclitaxel (Abraxane®) представлява ново поколение paclitaxel, 
свързан с албумин. SPARC има основно значение за свързване на nab-paclitaxel на оп-
ределени места в тумора, като играе роля на рецептор за албумина и по този начин 
натрупва комплекс между албумин и paclitaxel в места, богати на SPARC. Първоначал-
но приложението на nab-paclitaxel при АКП се обосновава с взаимодействието му с 
SPARC, което причинява т.нар. феномен на колапс на стромата – стромата намалява, 
което доближава туморните клетки една до друга и до кръвоносните съдове и по този 
начин подобрява достъпа на лекарства до тях.14

Проведени са няколко фаза I/II проучвания, оценяващи ролята на SPARC като мишена 
за действие на nab-paclitaxel, докато стартира първото фаза III проучване (MPАCТ) при 
861 пациенти с метастатичен дуктален ПАК, разндомизирани да получат nab-paclitaxel 
– 125 mg/m2 и gemcitabine – 1000 mg/m2 в дни 1, 8 и 15 на всеки 4 седмици, или само 
gemcitabine – 1000 mg/m2 седмично за 7 седмици (първи цикъл), след това на ден 1, 8 и 
15 на всеки 4 седмици. Резултатите показват по-добра ОП и ПББ в групата, получаваща 
комбинация.15 Нивата на SPARC-експресия са измерени в туморна строма при 256 па-

циенти, в туморна епителна тъкан – при 301 и в плазма – при  343 пациенти. Пробите 
от туморна строма са от метастази или първичен тумор. Проучването не установява за-
висимост между ниво на SPARC-експресия в строма с ОП или с по-добър терапевтичен 
отговор нито в групата на комбинирана терапия на nab-paclitaxel и gemcitabine, нито в 
групата на самостоятелен gemcitabine.16 През 2017 г. е публикуван метаанализ, оценяващ 
ефекта на комбинация от nab-paclitaxel и gemcitabine при пациенти от различни групи; 
повечето проучвания изследват значението ѝ като първа линия при метастатичен ПАК. 
Резултатите показват, че прилагането на комбинацията е ефективен модел на лечение. 
Понастоящем NCCN и ЕSMO препоръчват комбинация от nab-P/gem като стандартно 
лечение при метастатичeн АКП, независимо от ниво на SPARC -експресия.17 Следваща 
стъпка е да се определи най-подходящ агент или комбинация от агенти, с които да се 
прилага nab-paclitaxel. Изследванията в предклинични модели предполагат, че специ-
фичен синергичен ефект може да съществува между nab-paclitaxel и gemcitabine. Остава 
без отговор въпросът за комбиниране на nab-paclitaxel с 5-fluorouracil или платина. Раз-
работвани са и други агенти, насочени срещу туморната строма.18

C
�� При аденокарцином на панкреас може да се препоръча изследване за експресия на SPARC като прогностичен биомаркер за по-голяма агресивност на 
тумора.

�� Препоръчва се експресията на SPARC в стромални фибробласти и туморен епител да се определя чрез имунохистохимия.

Експресионни нива на SPARC не следва да се изследват за определяне на прогноза и терапия при карцином на панкреас, освен за целите на клинични 
проучвания.



141

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · Том I – СОЛИДНИ ТУМОРИ	 НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
ЛИТЕРАТУРА
1.	 Villarreal XC, Mann KG, Long GL. Structure of human osteonectin based upon analysis of cDNA 

and genomic sequences. Biochemistry 1989; 28 (15): 6483-6491
2.	 Zi-Yi Chen, Jun-Ling Zhang, Hong-Xin Yao, et al. Aberrant methylation of the SPARC gene promoter 

and its clinical implication in gastric cancer. Scientific Reports 2014; 4: 7035. doi:10.1038/srep07035
3.	 Ledda MF, et al. Suppression of SPARC expression by antisense RNA abrogates the tumorigenicity of 

human melanoma cells. Nat Med 1997; 3: 171-176
4.	 LaneTF, Sage EH. The biology of SPARC, a protein that modulates cellmatrix interactions. FASEB J 

1994; 8: 163-173
5.	 Socha MJ, et al. Aberrant promoter methylation of SPARC in ovarian cancer. Neoplasia 2009; 11: 

126-135 
6.	 Mok SC, et al. SPARC, an extracellular matrix protein with tumor-suppressing activity in human 

ovarian epithelial cells. Oncogene 1996; 12: 1895-1901 
7.	 Nagaraju GP, Dontula R, El-Rayes BF, Lakka SS. Molecular mechanisms underlying the divergent 

roles of SPARC in human carcinogenesis. Carcinogenesis 2014; 35 (5): 967-973
8.	 Zi-Yi Chen, Jun-Ling Zhang, Hong-Xin Yao, et al. Aberrant methylation of the SPARC gene promoter 

and its clinical implication in gastric cancer. Sci Rep 2014; 4: 7035. doi: 10.1038/srep07035
9.	 Wei Han, Fang Cao, Min-bin Chen, et al. Prognostic value of SPARC in patients with pancreatic 

cancer: A systematic review and meta-analysis. PLoS ONE 2016; doi:10.1371/journal.pone.0145803

10.	 Gundewar C,  A Sasor,   Hilmersson K.,  et al. The role of SPARC expression in pancreatic cancer 
progression and patient survival. Scand J Gastroenterol 2015; 50 (9): 1170-1174

11.	 Guweidhi  A, J Kleeff, H Adwan, et al. Osteonectin influences growth and invasion of pancreatic 
cancer cells. Ann Surg 2005; 242 (2): 224-234

12.	 Ormanns S, M Haas, S Baechmann, et al. Impact of SPARC expression on outcome in patients with 
advanced pancreatic cancer not receiving nab-paclitaxel: a pooled analysis from prospective clinical 
and translational trials. British J Cancer 2016; 115:1520-1529 

13.	 Han W, F Cao, M Chen. Prognostic value of SPARC in patients with pancreatic cancer: A systematic 
review and meta-analysis. PLoS ONE 2016; 11 (1): e0145803

14.	 Garber K. Stromal depletion goes on trial in pancreatic cancer. J Nat Canc Instit 2010; 102 (7): 448-
450

15.	 Hoff V, Ervin D, Arena T, et al. Randomized phase III study of weekly nab-paclitaxel plus gemcitabine 
versus gemcitabine alone in patients with metastatic adenocarcinoma of the pancreas (MPACT). J 
Clin Oncol 2012; 30 (Suppl. 34), Abstr. LBA148

16.	 Hidalgo M, Plaza C, Musteanu M, et al. SPARC Expression Did Not Predict Efficacy of nab-Paclitaxel 
plus Gemcitabine or Gemcitabine Alone for Metastatic Pancreatic Cancer in an Exploratory Analy-
sis of the Phase III MPACT Trial. Clin Cancer Res 2015; 21 (21): 4811-4818

17.	 Kim G, et al. Nab-Paclitaxel for the treatment of pancreatic cancer. Cancer Manag Res 2017; 9: 85-96
18.	 Caparello C, Meijer L, Garajova I, et al. FOLFIRINOX and translational studies: Towards personal-

ized therapy in pancreatic cancer. World J Gastroenterol 2016; 22 (31): 6987-7005



142

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · Том I – СОЛИДНИ ТУМОРИ	 НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017

1.9. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ КОЛОРЕКТАЛЕН 
КАРЦИНОМ

1.9.1. MSI/MMR
Радка Кънева, Борис Петров, Светлана Христова

Молекулярна биология. Системата за поправка на неправилно сдвоени бази на ДНК 
(Mismatch Repair, MMR) е механизъм за възстановяване на ДНК-последователността 
след настъпване на грешки от типа “неправилно сдвояване на бази” при прoцеса на 
ДНК-репликация, рекомбинация или увреждания.1, 2 Четири гена кодират белтъците, 
които регулират MMR-механизма: mutL хомолог 1 (MLH1), mutS хомолог 2 (MSH2), 
mutS хомолог 6 (MSH6) и PMS2. Тези белтъци образуват хетеродимери MLH1/PMS2 и 
MSH2/MSH6. Биалелното инактивиране на един от тези гени (поради соматична или 
герминативна мутация или епигенетично подтискане на тяхната експресия) водят до 
дефицит в MMR (dMMR), свързан с повишено натрупване на мутации в генома.3 Ми-
кросателитите са повторени ДНК-последователности с дължина, варираща от 1 до 6 
бази, които се срещат както в кодиращи, така и в некодиращи региони на генома.3  Те са 
високополиморфни в популацията, но стабилни в рамките на индивида.4 Последова-
телността на тези ДНК-повтори ги прави особено чувствителни на грешки поради не-
правилно сдвояване на бази. При dMMR това води до натрупване на мутации от типа 
вариации в дължината на повторите, определено като микросателитна нестабилност 
(MSI). Ето защо микросателитната нестабилност е маркер за дефект в репарацията 
(dMMR) и е характеристика на хипермутабилен геном на клетките.5

Изследването за MSI оценява състоянието на MMR-системата на клетката и има раз-
лично клинично значение при спорадични и наследствени тумори. По правило MSI 

има определена роля за идентифициране на наследствени онкологични синдроми и 
е от прогностично и предиктивно значение за хирургично отстранени гастроинтес-
тинални тумори. Освен това, се оказва, че MSI може да има определен предиктивен 
потенциал и за отговора на имунотерапия.6 Всичко това повишава клиничното търсене 
на молекулярното изследване на MSI и го утвърждава като тест, необходим, за да пре-
дотврати изследвания, излишно натоварващи здравната система.

Синдром на Lynch. Наследственият неполипозен колоректален карцином (HNPCC) 
или синдром на Lynch е най-честият онкологичен синдром, причинен от хетерозиготни 
герминативни мутации в един от четирите MMR-гена.7 Пациентите се характеризират 
с ранно начало на болестта (средна възраст < 45 години), основно колоректален (КРК) 
и ендометриален карцином, но също и тумори в други органи, като преобладаващите 
мутации са в MLH1 или MSH2 (съотв. 42% и 33%), последвани от MSH6 и PMS2 (съ-
отв. 18% и 7%).8 Разработени са няколко различни препоръки за идентифициране на 
HNPCC пациенти, като Амстердамски критерии9, Бетезда критерии, Йерусалимски 
критерии10, както и предложение за универсално въвеждане на MSI-изследване при 
КРК.11, 12 Синдромът на Lynch може да се дължи и на други герминативни мутации, като 
такива в TACSTD1-ген. Друга молекулна промяна, идентифицирана при семейства с 
HNPCC, е унаследяемо епигенетично изключване на MSH2 поради хетерозиготна гер-
минативна делеция на екзон 3 на TACSTD1-ген, кодиращ епителиално клетъчна адхе-
зионна молекула (EpCAM).14

Аналитични методи за изследване. Има два основни клинично приложими теста за 
откриване на dMMR при онкологични заболявания: (1) идентификация на MSI чрез 
молекулярно генетично изследване на поли-A микросателити, което е директно до-
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казателство за dMMR; (2) имунохистохимично изследване на експресия на MMR-бел-
тъци (имунохистохимия, ИХХ); това е индиректен метод, като липсата на експресия 
насочва към dMMR и трябва да се потвърди с MSI молекулярно изследване.

Съществуват разработени комерсиални антитела срещу четирите MMR-белтъци 
(MLH1, MSH2, MSH6 и PMS2) и ИХХ се използва за изследване на експресията им. 
Загубата на експресия е силно конкордантна (> 90%) с ДНК-базирано MSI-позитивно 
изследване с висока специфичност и чувствителност.19 Тъй като белтъците образуват 
хетеродимери, загубата на единичен белтък или хетеродимерна двойка предполага 
dMMR. Необходимо е допълнително потвърждаване чрез молекулярно изследване на 
MSI, тъй като наблюдаваната загуба на експресия хистохимично може да е поради тех-
нически или биологични причини.20 В случаи на карциноми с dMMR, доказани с моле-
кулярно изследване, загубата на експресия, наблюдавана при ИХХ-анализ, се използва 
да посочи гена, чиято експесия е увредена от герминативна, соматична мутация или 
инактивация, дължаща се на промоторно химерметилиране.21 Най-голямо предимство 
на ИХХ е широката достъпност в патологичните лаборатории. Ограниченията са, че с 
този метод не могат да се открият случаи, в които мутациите в гени MLH1 или MSH6 
водят до синтез на нефункционален белтък. Наблюдават се както фалшиво негативни, 
така и фалшиво позитивни случаи.21

Молекулярно-генетично изследване на polyA микросателити е най-подходящ избор 
на метод за директно откриване на MSI, което е доказателство за dMMR в даден 
тумор. По правило ИХХ може да се използва като ефикасен индиректен тест за 
dMMR, когато не е налична молекулярна лаборатория. Молекулярните изследвания 
се провеждат върху ДНК, изолирана от свежа, замразена или включена в парафин 

туморна тъкан с използване на PCR-базиран тест за откриване на MSI. Съществува 
референтен панел от микросателитни маркери, който включва два мононуклеотида 
(BAT25 и BAT26) и три динуклеотида (D2S123, D5S346, D17S250), като статусът им 
трябва да бъде изследван и сравнен с ДНК, изолирана от нормална и туморна тъкан 
на пациента.22 Най-висока специфичност и чувствителност се постига с използване 
на три или повече поли-А мононуклеотидни маркери (BAT25, BAT26, NR-21, NR-22, 
NR-24, NR-27).3 Според резултатите се дефинират три различни субтипа: (i) MSI-high 
(MSI-H), ако два и повече микросателити показват нестабилност; (ii) MSI-low (MSI-
L), ако само един маркер е нестабилен и (iii) MS-stable (MSS), ако всички изследвани 
маркери са стабилни.22 Тези препоръки претърпяват развитие, като само MSI-H се 
смятат за истински MSI-тумори и само ако двата маркера са мононуклеотиди, поли-
A микросателити. Това довежда до използване на панел, включващ три или повече 
поли-A маркери.10 Промените в другите микросателити може да са свързани с по-
генерализирана геномна нестабилност, а не с dMMR. Наличието на клиникопатоло-
гични разлики между MSI-L и MSS може да се дължи на вариабилни дефиниции и 
различни използвани MSI-маркери, така че често не може да се разграничи надеждно 
MSI-L и хромозомна стабилност; това предполага, че тези тумори следва да се класи-
фицират като един молекулен подтип, MSS неоплазми.3,10

Доказателства за предиктивно значение. По правило MSI се смята за благоприятен 
прогностичен фактор за ранни стадии на КРК с по-дълга преживяемост без прогресия 
(ПБП) и обща преживяемост(ОП).23, 24 Изказана е хипотеза, че това може да се дължи 
отчасти на повишен имунен отговор при dMMR неоплазми.24 Преклинични изследва-
ния демонстрират, че dMMR засяга негативно отговора на КРК към химиотерапевти-
ци, като пиримидинови аналози, цисплатина, temozolomide, procarbazine. 5-fluorouracil 
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(5-FU)-базирана адювантна терапия подобрява изхода от болестта, особено при КРК 
стадий II с MSS/MSI-L тумори, но не и при тези, показващи MSI-H.23-25 Има много и 
противоречиви данни за предиктивната стойност на MMR-статус и отговор към 5-FU-
базирана терапия. Някои изследвания докладват полза от 5-FU, докато повечето по-
сочват липса на полза, дори негативен ефект при МSI.26 В публикация на Ribic et al., 
включваща данни от рандомизирани клинични проучвания на хирургично лечение 
срещу 5-FU-базирана терапия, MSI пациенти нямат полза от адювантно лечение, дори 
то е вредно по отношение на ОП.23 Това се потвърждава от проучване на 1027 паци-
енти, при които не се наблюдават разлики в петгодишна ОП при третирани пациенти 
с MSI (512 болни със стадий II и III ), за разлика от нетретирани пациенти.25 В това 
проучване се наблюдава по-добра ПБП при пациенти със стадий III с MSS-тумори, 
получили адювантна 5-FU-химиотерапия, но не и при пациенти със стадий III с MSI-
тумори. Подобна тенденция, макар и незначима, статистически се наблюдава и за ту-
мори в стадий II. 

В проучване MOSAIC 2246 пациенти с КРК от стадий ІІ и ІІІ са лекувани с 5-FU/
leucovorin (LV) или FOLFOX; окончателните резултати дават убедителни доказател-
ства, че добавянето на oxaliplatin води до подобрена петгодишна ПБП и ОП. Вслед-
ствие на това са проведени изследвания, за да определи дали микросателитният статус 
е предиктивен за отговор към oxaliplatin. Zaanan et al. анализират 233 пациенти с MSI-
H в стадий ІІІ, третирани с 5-FU/LV или FOLFOX; оказва се, че подгрупата с FOLFOX 
има по-добра тригодишна преживяемост. Друго проучване със 135 пациенти на следо-
перативна терапия с FOLFOX не демонстрира никакви разлики в петгодишна прежи-
вяемост или ОП при сравняване на MSI-статус.27 Ретроспективно изследване показва 
статистически значима разлика на по-добра ОП при пациенти с dMMR тумори след 

добаване на bevacizumab към адювантна терапия с FOLFOX, сравнено с пациенти без 
дефект в репарационната система.30 Противоречиви са също данните за предиктивна 
стойност на MMR-статус и отговора към irinotecan.28  

Без съмнение може да се твърди, че само MMR-статусът не може да се използва, за да 
се определи отговорът към терапия. От друга страна, за адюватна терапия наличието 
на dMMR/MSI-H е добър прогностичен маркер, докато при метастатична болест до-
казателствата предполагат обратното. В подгрупа на метастатичен КРК (мКРК) има 
ниска честота на dMMR (5%), сравнено с ранни карциноми, и се асоциира с лоша прог-
ноза, вероятно поради висока честота на BRAF V600E-мутация, в сравнение с тумори, 
запазили интактна MMR-система.29

Напоследък се докладва използване на MSI-статус като обещаващ предиктивен маркер 
за отговор на анти PD-1-терапия при стадий IV на КРК.6 Освен това се открива висока 
честота на Th1/CTL (цитотоксични T-лимфоцитни инфилтрати, ТILs) при MSI КРК. Те 
са асоциирани с повишена регулация на поне пет молекули, свързани с ключови точки 
на контрол на клетъчния цикъл, които са таргети на инхибитори в процес на клинични 
изследвания. По правило MSI може да бъде придобита и по време на химиотерапия, 
в резултат на селектирани мутации в MMR-гени.1, 2 В проучването CheckMate 142 па-
циенти с авансирали КРК  от dMMR/MSI-H субтип са с данни за повишен контрол 
на болестта с 6 месеца след терапия с nivolumab. Началният анализ на комбинацията 
на nivolumab с ipilimumab за лечение на пациенти с dMMR/MSI H метастатичен KRK 
демонстрира контролируем профил на безопасност и клинична активност на комби-
нацията, характеризирана от висока честота на контрол на болестта и обнадеждаваща 
преживяемост при проследяване от ≥ 6 месеца (NCT02060188).27, 28
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1.9.2. KRAS- и NRAS-мутации
Милка Георгиева, Алексей Савов

Молекулярна биология. Молекулярно-патологично тестване за селекция на таргетни 
и конвенционални терапии при пациенти с колоректален карцином (КРК) е обект на 
голям брой изследвания и е стандартна практика за поведение. Гените KRAS и NRAS 
са тясно свързани членове на RAS-онкогенното семейство. Промени в екзони 2, 3 и 
4 при всеки ген конститутивно активират RAS и са взаимноизключващи се. Досега 
няколко ретроспективни анализа от рандомизирани клинични проучвания валидират 
пан-RAS-мутациите като негативни предиктивни фактори за анти-EGFR-терапия.1, 2

KRAS-протеинът е глюкозотрифосфатаза (GTP-аза), свързана към интрацелуларната 
част на клетъчната мембрана и действа в  EGFR/ RAS/RAF/MEK/ERK-сигналния път. 
Предава извънклетъчни сигнали от рецептора на епидермалния растежен фактор 
(EGFR) към ядрото и регулира пролиферация, клетъчен растеж и апоптоза; действа 
като класически онкоген. От друга страна, KRAS-генът е локализиран на късото рамо 
на 12 хромозома. При КРК честотата на KRAS-мутации е 35-40%. Точкови мутации в 
KRAS-гена обикновено има в кодони 12 (82-87%) и 13 (13-18%) на екзон 2, кодони 59 и 
61 на екзон 3 и кодони 117 и 146 на екзон 4.3 При пациенти с KRAS “див” тип (немути-
рал), свързването на анти-EGFR-антитела към рецептора индуцира конформационни 
промени, засягащи неговото интернализиране, причинявайки директно инхибиране 
на тирозинкиназната (ТК) активност и блокиране на RAS/RAF/MEK/ERK-сигналния 
път. По правило KRAS-мутациите отменят индуцираното от антитела инхибиране на 
EGFR и конститутивно активират KRAS вътреклетъчния домейн.4 Ретроспективен ана-
лиз дава потенциална негативна прогностична роля на RAS-мутации при пациенти с 

метастатичен КРК, като е докладвана по-лоша прогноза при NRAS- и KRAS-мутирали 
пациенти (25.6 срещу 30.2 месеца) в сравнение с  всички пациенти с “див” тип.5

Невробластома-RAS (NRAS)-генът принадлежи към RAS-онкогенното семейство и е 
локализиран на 1 хромозома. Кодира GTP-аза-мембранен протеин, който функциони-
ра като молекулярен превключвател между клетъчната мембрана и системата на Golgi. 
По правило NRAS-мутациите са с честота 3-5%, особено в екзон 2 кодони 12 и 13 и 
екзон 3 кодони 59 и 61 и по-рядко – в екзон 4 кодони 117 и 146. При КРК те се асоци-
ират с неуспешно анти-EGFR-лечение. Мутациите в KRAS, BRAF и NRAS са взаимно 
изключващи се.6

Аналитични методи за изследване. За детекция на RAS-мутации в проби от КРК 
могат да се използват различни методи, като мутационно-специфичен Real-time PCR, 
секвениране по Sanger, пиросеквениране и секвениране от ново поколение (NGS). Има 
няколко производители на таргетни генетични панелни теста за откриване на RAS-му-
тации в проби от пациенти с КРК. Тъканни материали от първични или от метастатич-
ни лезии могат да се използват за RAS-мутационно тестване, тъй като съвпадението 
между първични тумори и метастази е около 93%.7

Доказателства за предиктивно значение. Cetuximab и panitumumab са антитела, 
които се свързват с извънклетъчния домейн на EGFR, блокират свързването на EGF и 
други вътрешни лиганди и така стопират EGFR-сигнализирането. Известно е, че тар-
гетни EGFR-терапии със cetuximab или panitumumab подобряват преживяемостта без 
прогресия (ПБП) и общата преживяемост (ОП) при пациенти с метастатичен КРК с 
“див” тип, но не и при пациенти с мутирал KRAS.8-10 В тези по-ранни изследвания са от-
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четени само мутации в KRAS-екзон 2. Скорошни изследвания показват убедителни до-
казателства, че и други RAS-мутации в KRAS-екзони 3 и 4 и NRAS-екзони 2, 3 и 4 също 
са свързани с липса на отговор на метастатичен КРК към терапия с анти-EGFR-моно-
клонални антитела.1, 11, 12 Резултатите доказват, че трябва да се направи разширено RAS-
мутационно тестване (KRAS-екзони 2, 3 и 4 и NRAS-екзони 2, 3 и 4) преди насочване 

към терапия с анти-EGFR-моноклонални антитела.11 Така RAS-мутационният статус е 
негативен предиктивен биомаркер за избор на терапия с EGFR-таргетни моноклонал-
ни антитела при метастатичен КРК. Настоящите доказателства показват, че cetuximab 
и panitumumab трябва да бъдат предписвани само на пациенти с метастатичен КРК, 
които са “див” тип/немутирали за всички известни RAS-активиращи мутации.11

A
�� При всички пациенти с метастатичен колоректален карцином се препоръчва разширено изследване на RAS с алел-специфичен PCR или секвениране, 
включващо KRAS-екзони 2, 3 и 4 (кодони 12, 13, 59, 61, 117 и 146) и NRAS-екзони 2, 3 и 4 (кодони 12, 13, 59, 61, 117 и 146), заедно с BRAF V600 мутации.

�� Препоръчва се задължително изследване на RAS преди терапия с EGFR-таргетните моноклонални антитела cetuximab и panitumumab.
�� Препоръчително е за изследване на RAS да се използва тъкан от първичен или метастатичен колоректален карцином. 

C Препоръчително е пробите за биомаркерно изследване да се оценяват за адекватност от патолози чрез определяне на качество и количество на тъкан и 
съдържание на туморни клетки и чрез изготвяне на срезове за изолиране на ДНК.

�� Хистоморфологична верификация, преценка на адекватност на пробите (определяне количество и качество на тъкан), определяне на съдържание на 
туморни клетки, изготвяне на срезове и молекулярно-патологично тестване трябва да се извършват в един център. 

�� Хистопатологична оценка на пробите е критична за достоверност на резултатите, предпазва от фалшиво негативни резултати и неуспешни 
тестове. Това предполага задължително включване на правила за молекулярно-патологично тестване като част от стандарт по патология.

�� При тестване на биомаркери трябва да се следват сходни качествен контрол, политики и процедури за осигуряване на качеството, както при 
останалите клинични лабораторни тестове.

�� За повече от 90% от пробите срокът за извършване на разширено RAS-тестване трябва да е ≤ 7 работни дни от датата на получаване в тестващата 
лаборатория.
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�� Лабораториите трябва да използват валидирани методи за биомаркерно тестване на колоректален карцином, които да изпълняват стандартите 
за клинични молекулярно-патологични тестове.

�� Лабораториите, предоставящи разширено RAS-тестване на колоректални тумори, трябва да имат успешно участие в подходяща схема за външен 
контрол на качеството и да са акредитирани.

�� Необходимо е организиране и изграждане на система от мерки за бързо пренасяне на тъканните проби от референтните центрове до тестващите 
лаборатории, за да се минимизира времето за тестване и да се избегне забавяне на информацията за пациентите.
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1.9.3. BRAF-мутации
Милка Георгиева, Алексей Савов

Молекулярна биология. Серин-треонин киназата BRAF е от семейството на RAF-ки-
назите и има важна роля в MAPK-сигналния път, който влияе на клетъчно деление, ди-
ференциация и секреция. Една BRAF-мутация е асоциирана с негативен отговор към 
EGFR-инхибитори и лоша прогноза.1 При метастатичен колоректален карцином (мКРК) 
BRAF-мутациите (почти винаги V600E) са с честота между 8% и 12% и са почти неприпо-
криващи се с RAS-мутации.2-4 Известно е, че BRAF мутира на няколко места, но най-чес-
та мутация е V600E (1799T-A-нуклеотидна промяна), характеризираща до 80% от всички 
BRAF-мутации. Тя води до промяна, причиняваща конститутивна киназна активност.2 По 
правило BRAF V600E-мутирал КРК споделя особени клинични и патологични характе-
ристики: среща се по-често при жени, отколкото при мъже, често е локализиран в десен 
колон, с муцинова хистология и висока микросателитна нестабилност (MSI-H). На прак-
тика BRAF-мутацията показва по-висока честота на нодални и перитонеални метастази 
и по-ниска честота на белодробни метастази.3, 4 При радикално резецирани чернодробни 
метастази BRAF V600E-мутиралите тумори често рецидивират рано поради наличие на 
екстрахепатални лезии.5 Напоследък са открити и други мутации: BRAF 594- и 596-мути-
рали при < 1% от мКРК. Тези мутации идентифицират рядък и неизследван молекулярен 
субтип на мКРК с клинични и патологични свойства, различни от BRAF V600E-мутирали.6

Аналитични методи за изследване. За клинични цели BRAF V600E-мутационен 
статус се определя чрез PCR-амплификация и ДНК-секвенционен анализ или алел-
специфичин PCR на тъкан, включена в парафин, от първични тумори или метастази. 
Тестването за BRAF-мутации трябва да се прави при диагноза на КРК, тъй като това 

представя уникален субтип с лоша прогноза и ограничен отговор към терапии. В ком-
бинация с тестване за MMR-дефицит може да помогне при идентифициране на гер-
минативна срещу соматична причина за dMMR. Тези резултати са в съзвучие с ръко-
водства на NCCN, където силно се препоръчва генотипизиране при всички пациенти 
със стадий IV на туморна тъкан за RAS и BRAF.19 При пациенти с мКРК BRAF-статус 
трябва да се анализира заедно с RAS-мутационния статус за прогностична оценка (и/
или потенциална селекция за клинични проучвания).

Доказателства за предиктивно значение. Мутационният статус на BRAF е свързан с 
лоша прогноза в много ретроспективни проучвания. Тази специфично лоша прогноза 
е подкрепена от голям брой рандомизирани изследвания със специфични химиотера-
певтични режими.3, 4, 7 На базата на тези доказателства се счита, че BRAF-мутацията е 
негативен прогностичен маркер при мКРК и че този ефект, за разлика от RAS-мутаци-
ите, не е ограничен само до изхода от анти-EGFR-терапията. По отношение на стан-
дартните таргетни терапии с анти-EGFR-моноклонални антитела предиктивната роля 
на V600E активиращата BRAF-мутация все още не е достатъчно убедителна, вероятно 
заради ниската ѝ честота и ограниченията на ретроспективните субгрупови анализи. 
Два метаанализа показват, че ползата от терапия с EGFR-антитела е по-голяма при 
пациенти с RAS “див” тип/BRAF ”див” тип, отколкото при тези с RAS “див” тип/BRAF-
мутирали тумори.8, 9 По правило BRAF V600E-мутирали меланоми са чувствителни 
към BRAF-инхибитор (vemurafenib)10, докато BRAF-мутирал КРК не е чувствителен.11, 

12 Компенсаторно обратно реактивиране на EGFR при КРК може да обясни резистент-
ността към BRAF-инхибитори.12, 13 Провеждат се клинични проучвания за тестване на 
таргетни терапии при BRAF-мутирал мКРК, като се използват режими от BRAF-инхи-
битори (dabrafenib, vemurafenib или encorafenib), комбинирани с MEK- и EGFR-инхи-
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битори, а в някои случаи – с конвенционална цитотоксична терапия.14, 15 Соматичните 
BRAF V600E-мутации се свързват със спорадични случаи на дефицит на репарация на 
погрешно сдвоена ДНК с MSI-фенотип (dMMR).16 Така BRAF V600E-мутация в MSI-

H-колоректален тумор е много силна индикация за спорадичен карцином и може да 
помогне за изключване на синдром на Lynch.17, 18 Затова целта на BRAF V600E-мута-
ционното тестване е начин да се изключи този синдром.	

A

�� За дефиниране на фенотип с лоша прогноза и ограничен отговор към стандартна химиотерапия при пациенти с метастатичен колоректален карцином 
се препоръчва едновременно изследване на BRAF V600-мутации чрез алел-специфичен PCR или секвениране, заедно с RAS-мутационeн статус и dMMR/
MSI-H-тестване, с цел прогностично стратифициране. 

�� При MMR-дефицитни тумори със загуба на MLH1 се препоръчва изследване на BRAF V600-мутации за оценка на риск от синдром на Lynch. Наличие на 
BRAF-мутация силно подкрепя спорадична патогенеза, докато липсата ѝ не изключва риск за синдром на Lynch.

�� Хистоморфологична верификация, преценка на адекватност на пробите (определяне количество и качество на тъканта), определяне на съдържание 
на туморни клетки, изготвяне на срезове  и молекулярно-патологично тестване трябва да се извършват в един център. 

�� Хистопатологичната оценка на пробите е критична за достоверност на резултатите, предпазва от фалшиво негативни резултати и неуспешни 
тестове. Това предполага задължително включване на правила за молекулярно-патологично тестване като част от стандарт по патология.

�� За повече от 90% от пробите срокът за извършване на разширено RAS/BRAF-изследване трябва да е ≤ 7 работни дни от датата на получаване в 
тестващата лаборатория.

�� Лабораториите трябва да използват валидирани методи за биомаркерно изследване на колоректален карцином, които да изпълняват стандартите 
за клинични молекулярно-патологични тестове.

�� Необходимо е организиране и изграждане на система от мерки за бързо пренасяне на тъканните проби от референтните центрове до изследващите 
лаборатории, за да се минимизира времето за изследване и да се избегне забавяне на информацията за пациентите.

�� При изследване на биомаркери трябва да се следват качествен контрол, политики и процедури за осигуряване на качеството, сходни с тези при 
останалите клинични лабораторни тестове.
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1.9.4. DPYD-мутации
Димитър Калев, Асен Дудов

Молекулярна биология. Биомаркерът е свързан с метаболизма на 5-флуоропирими-
дините – 5-fluorouracil (5-FU) и неговия орален продраг capecitabine, индицирани за 
адювантна химиотерапия на колоректален карцином и за третиране на метастатичен 
колоректален карцином. Допълнителни индикации за приложение са карцином на 
гърда, невроендокринни тумори и др. Ензимът дихидропиримидин-дехидрогеназа 
(DPYD) е първичен регулатор на 5-FU-активността, защото катаболизира 85% от лекар-
ствената субстанция.1 Известен е също и с абревиатура DPD. Дефицитът му резултира 
във високи плазмени нива на 5-FU, значително натрупване на активни метаболити, 
клинично манифестиращи се с тежка или фатална токсичност, в която предоминира 
миелосупресия, мукозити и церебеларна токсичност.2

Аналитични методи за изследване. Ензимният дефицит се тества чрез радиоимуно-
метричен анализ за DPYD, но този тест не e лесно достъпен. Разработен е лесен респи-
раторен тест, с който може да се осигури ефективен скрининг.3

Доказателства за предиктивно значение. Всички токсични феномени теоретично 
биха могли да се редуцират или избегнат чрез скриниране на DPYD-активността върху 
периферни мононуклеарни клетки, като сурогат на тъканна проба, но техниките засега 

са трудно осъществими. За по-уместно се счита проспективно идентифициране на па-
циенти с DPYD-дефицит като популация с висок риск за тежка 5-FU-токсичност. Генът, 
кодиращ DPYD, е съставен от 21 екзона и са известни поне 23 единични нуклеотидни 
полиморфизми (NSPs).4 Изследвания върху пациенти с DPYD-дефицит идентифици-
рат няколко различни молекулярни варианти, свързани с ниска ензимна активност. 
Повечето са редки, но превалиращ вариант е сплайсинг в интрон 14 (DPYD*2A), къ-
дето субституцията от G към A резултира в ензимна неактивност.5 При хетерозиготни 
индивиди този полиморфизъм е свързан с тежък DPYD-дефицит. Последни изслед-
вания доказват, че 61% от онкологичните пациенти с тежка токсичност от 5-FU имат 
снижена DPYD-активност в периферни мононуклеарни клетки и най-често се открива 
DPYD*2A.6 При усложнения с неутропения от степен 4 в 50% се открива DPYD*2A. По 
епидемиологични данни честотата на хомозиготи за този алелен вариант в Кавказката 
раса е само 0.1%, а хетерозиготите варират – от 0.5% до 2%.1 Съществуват и допълни-
телни DPYD-мутации, свързани с нарушена ензимна активност: DPYD*3 и DPYD*13.

Ръководството на Консорциума за клинична фармакогенетична дейност (CPIC, USA) 
препоръчва стандартно дозиране на 5-FU при хомозиготни пациенти с DPYD “див 
тип”.7 При хетерозиготни индивиди (*1/*2A) се налага редукция на дозата поне с 50%, а 
ако пациентите са хомозиготен вариант (*2A/*2A), се препоръчва употреба на алтерна-
тивен лекарствен продукт.
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B
�� При пациенти с предстояща терапия с 5-fluorouracil/capecitabine се препоръчва скрининг с DPYD-фенотипизиране.
�� При пациенти с немутирал DPYD-ген (“див” тип) се препоръчва стандартно дозиране на 5-fluorouracil/capecitabine.
�� При DPYD-хетерозиготни индивиди (*1/*2A) се препоръчва редукция на дозата най-малко с 50%, а при пациенти с хомозиготен вариант (*2A/*2A) се 
препоръчва алтернативна терапия.

C За определяне на DPYD-генотип се препоръчва ДНК-секвениране или фенотипизиране с радиоимунометричен анализ.

При пациенти с клинични данни за тежка медикаментозна токсичност от 5-fluorouracil/capecitabine трябва да се обсъжда DPYD-дефицит и при въз-
можност да се изследват за DPYD-мутации.
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1.9.5. UGT1A1-мутаци
Димитър Калев, Асен Дудов

Молекулярна биология. Биомаркерът е свързан с метаболизма на топоизомеразa I-
инхибитора irinotecan, индициран за първа и последваща линии химиотерапия на ме-
тастатичен колоректален карцином. Допълнителни негови индикации са дребноклетъ-
чен белодробен и панкреасен карцином. Фармакокинетично irinotecan e продраг и за 
да захване топоизомераза 1 (TOP1cc), се нуждае от конверсия към активния метаболит 
SN-38.1 Биохимично SN-38 се формира чрез хидролиза от карбоксилестерази и се ме-
таболизира в черния дроб от ензим, наречен член А1 от фамилия 1 на UDP-глюкуро-
нозилтрансфераза (UGT1A1). По правило всякакви дефицити в този биохимичен път 
повишават риска от лекарствена токсичност – диария и миелосупресия. 

Аналитични методи за изследване. Американската агенция за храни и лекарства 

(FDA) препоръчва тестване за алел UGT1A1*28 чрез валидирана методика. Клинично 
генотипизиране се извършва върху екстрахирана от кръв геномна ДНК чрез TATA-
бокс секвениране или чрез фрагментарен анализ, последвани от PCR-секвениране.2

Доказателства за предиктивно значение. По правило UGT-гените са полиморфни 
и за многообразието им допринасят геномни процеси като вариации на брой копия, 
сплайсинг и епигенетични фактори. Идентифицирани са полиморфизми на UGT1A1-
гена, локализиран в хромозома 2q37, а хомозиготно присъствие на полиморфизъм 
UGT1A1*28 (*28/*28) корелира с диария от късен тип и неутропения от степен 3-4, 
налагащи редукция на дозата с 30%, ако първоначално е планирана над 250 mg/m2.4, 5 

В друго изследване хетерозиготите демонстрират двойно по-висок риск от тежка диа-
рия.6 При фенотип *1/*28 не се налага модификация на дозата. Допълнително редукция 
на дозата на irinotecan се препоръчва и при пациенти с чернодробна дисфункция и със 
стойности на серумен билирубин над 25.65 mmol/L.7

B
�� При пациенти с предстояща терапия с irinotecan се препоръчва рутинен скрининг с UGT1A1-генотипизиране (*1/*1, *1/*28 и*28/*28).
�� При пациенти с генотип UGT1A1-фенотип *1/*1 или *1/*28 се препоръчва стандартно дозиране на irinotecan.
�� При UGT1A1-хомозиготен генотип (*28/*28) се препоръчва редукция на irinotecan с 30%, ако планираната доза е над 250 mg/m2.

C За UGT1A1-изследване се препоръчва секвениране на ДНК от кръвна проба.

При пациенти с клинични данни за тежка медикаментозна токсичност от irinotecan трябва да се обсъжда наличие на UGT1A1-хомозиготен генотип и 
при възможност да се изследват за UGT1A1-полиморфизми.
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1.9.6. Мултигенни сигнатури
Милка Георгиева, Борис Петров

Молекулярна биология. Създадени са мултиплексни платформи за генноекспресио-
нни тестове, базирани на известни биомаркери за прогноза и терапевтични отговори 
при колоректален карцином (КРК), за да се идентифицират пациенти в стадии II и III, 
за които е по-вероятно да развият рецидив и да са кандидати за адювантна химио-
терапия (ХТ).1 Въпреки че все още не са стандартизирани или широко използвани, 
тези тестове са крайно необходими, тъй като клиникопатологичните характеристики 
не могат ефективно да идентифицират пациенти със стадий II с висок риск, които да 
имат полза от адювантна ХТ, сходна на тази, показана при пациенти в стадий III или 
метастатичен КРК (мКРК).1, 2 Три прогностични генноекспресионни сигнатури са ре-
ализирани за клинично ползване след обширно валидиране на външни кохорти и са 
комерсиално достъпни: (i) Oncotype DX® (Genomic Health, Redwood City, CA) за КРК 
– 12-генен, RT-PCR тест3-8, (ii) ColoPrint® (Agendia, Irvine, CA) – 18-генен микроарейс 
тест9-11 и (iii) GeneFx Colon® (бивш CoI Dx ) – 634-генен микроарейс тест12.

Oncotype DX. Използва 12-генна сигнатура, състояща се от гени, свързани с рецидив и 
клинична полза от 5-fluorouracil (5-FU);  стратифицира тумори с нисък, среден и висок 
риск за рецидив. Тестът използва точкуване за рецидив (RS), за да предсказва триго-
дишен риск при стадий II и III: нисък RS – 12%, умерен RS – 18% и висок RS – 22%.3 

Абсолютната разлика между тези групи (10% между групите с нисък и висок риск, 4% 
между групите с умерен и висок риск) може да не е достатъчна за вземане на клинично 
решение. Счита се, че при създаване на бъдещи платформи ще се търси по-широко раз-

граничаване между тези рискови категории, което ще може по-ясно да идентифицира 
пациенти, които трябва или не трябва да бъдат лекувани с адювантна ХТ. 

ColDx (GeneFX colon). Тестът обхваща 634-генна сигнатура, която диференцира ту-
мори в стадий III с нисък и висок петгодишен риск за рецидив: (i) висок риск – 40%, 
(ii) нисък риск – 70%.

ColoPrint. Използва 18-генна сигнатура, която идентифицира пробите като нисък или 
висок петгодишен риск за развитие на далечни метастази при пациенти в стадий II или 
III: (i) висок риск – петгодишна преживяемост без рецидив в 67.2% и (ii) нисък риск – 
петгодишна преживяемост без рецидив в 87.6%.13

Доказателства за предиктивно значение. Наличните доказателства показват, че ге-
нноекспресионните тестове за КРК могат да подобрят предикцията за риск, особено 
за този от рецидив при стадий II или III. От друга страна обаче, те не са достатъчни, за 
да се направят изводи как класификацията на тези тестове се сравнява с други методи 
за идентифициране на риска от рецидив при пациенти в стадий II или каква е клинич-
ната полза за пациентите. Доказателствата са недостатъчни и за да се направят изводи 
как генноекспресионната класификация се сравнява с други методи за поведение при 
други стадии на КРК. Затова тестовете за предсказване на вероятност от рецидив при 
пациенти с КРК се считат за изследователски. В допълнение, липсват доказателства за 
предиктивна стойност по отношение на потенциална полза от ХТ за всеки от налични-
те мултигенни тестове. Счита се, че няма достатъчно доказателства, за да се препоръча 
използване на мултигенни тестове за определяне на адювантна терапия.
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1.9.7. Циркулиращи туморни клетки
Борис Петров, Милчо Минчев

Молекулярна биология. Ролята на циркулиращи туморни клетки (ЦТК) като прог-
ностичен биомаркер при колоректален карцином (КРК) е проучвана повече от 20 го-
дини. Най-често за маркиране на ЦТК са използвани антитела срещу епително кле-
тъчната адхезивна молекула (EpCAM), която се експресира върху клетки с епителна 
диференциация. Впоследствие ЦТК се идентифицират и изброяват на база на ядрено-
то им оцветяване с 4,6-диамино-2-фенилиндол (DAPI), антицитокератин и анти-CD45-
антитела, които различават CD45-епителни клетки от CD45+ левкоцити.

Аналитични методи за изследване. Единственият досега тест за детекция на ЦТК, 
одобрен от Американската Агенция за храни и лекарства (FDA), е системата CellSearch® 
(Janssen Diagnostics, LLC, Raritan, NJ), която използва покрити с антитяло ферофлуи-
ди за разделянето им от нормални кръвни компоненти. Нормалните хематопоетич-
ни клетки не експресират повърхностни епителноклетъчни протеини, налични върху 
ЦТК. За увеличаване на специфичността, освен с DAPI, изолираните клетки се мар-
кират и с флуоресцентно маркирано антитуморно антитяло. Автоматично получените 
изображения се анализират от патолог за оценка на брой на налични туморни клетки 
на база на комбинация от флуоресцентно имунооцветяване и морфология. 

Разработени са различни други техники за детекция на ЦТК. Между тях е една микроф-
луидно основана техника (lab-on-a-chip), която е доста обещаваща, но нейната по-до-
бра чувствителност все още не е потвърдена в големи кохорти. Друг метод с повишена 
чувствителност използва намиране на промяна в електрическата проводимост, причи-

нена от наличие на магнитни имуночастици върху клетки, вместо да се разчита на ана-
лиз на изображение на отделени ЦТК. Подобно на флоуцитометрията, тази система 
позволява множество антигени да се свържат в клетката едновременно към множество 
флуоресцентно-маркирани антитела, като така се повишава специфичността. 

Доказателства за предиктивно значение. В първото проспективно мултицентрово про-
учване при метастатичен КРК (мКРК) със системата CellSearch™ са изброени ЦТК впроби 
от 7.5 mL кръв на 430 пациенти. Резултатите показват, че случаи, при които са установени 
≥ 3 ЦТК/7.5 mL кръв, имат по-кратка средна и обща преживяемост (ОП), сравнени с паци-
енти с < 3 ЦТК (p < 0.0001); тези разлики остават налични през целия период на проследя-
ване след лечение. Заключението е, че при мКРК броят на ЦТК е независим прогностичен 
фактор за преживяемост без прогресия (ПБП) и OП в добавка на информация от образни 
изследвания.5 Повечето последващи ранни изследвания и един метаанализ с 3094 пациен-
ти показват, че нива на ЦТК в периферна кръв >1 клетка/mL корелират с лоша прогноза 
по отношение на ПБП (HR 3.06; 95% CI 1.74-5.38).6 По-скорошен метаанализ на 1329 паци-
енти с мКРК с използване на антитела към EpCAM показва, че ОП (HR 2.47; 95% CI 1.74-
3.51) и ПБП (HR 2.07; 95% CI 1.44-2.98) са по-кратки при пациенти с високи нива на ЦТК.7 

Повечето от проучванията в този преглед и други 12 проучвания в метаанализ на други 
автори3 използват за идентифициране на ЦТК експресия на цитокератин 19 (CK19), CK20 
или карциноембрионалния антиген (CEA). За тези маркери е известно, че се експресират в 
голяма степен при ЦТК у пациенти с инфламаторни дебелочревни болести и са довели до 
неприемливо голям брой на фалшиво положителни резултати.2-4, 8

Промяната в броя на ЦТК се проучва и като сурогатен маркер за оценката на отго-
вор към лечение. В проучване с 90 пациенти с КРК в стадий III, лекувани адювантно 
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с FOLFOX, продължаващото наличие на ЦТК след химиотерапия е отчетено като 
ефективен маркер за определяне на клиничния изход в лицето на ПБП (HR 6.27; 
95% CI 2.44-16.12).9 В клинично проучване с четворна комбинация при авансирал 
КРК пациенти с висок брой на ЦТК, измерени чрез СellSearch, преживяват повече 
от очакваното в сравнение с контроли, докато пациенти с нисък брой на ЦТК имат 
допълнителна полза.10 В проучване с 239 неметастазирали и потенциално лечими 
пациенти с КРК броят на ЦТК корелира позитивно с повишаване на стадия; стой-
ност ≥ 1 ЦТК/mL кръв се оказва най-силен прогностичен фактор при КРК в стадии 
I-III (HR 5.5; 95% CI 2.3-13).6, 11 Не всички пациенти с наличие на ЦТК изживяват 
прогресия на болестта и обратно – при някои пациенти без ЦТК се появява про-
гресия.1, 4, 5, 12 В повечето случаи обаче ЦТК могат да се открият като доказателство 

за метастазиране по-рано от образната диагностика (компютър-томография или 
ПЕТ/КТ).12 В проучване на авансирал КРК с методика CellSearch броят на ЦТК пре-
ди и по време на лечение е независим прогностичен маркер за ПБП и OП.13 Вече 
се приема, че епително-мезенхимната клетъчна трансформация (EMT+) при ЦТК 
води до фенотип на ранни ракови стволови клетки, експресиращи N-кадхерин, 
виментин и фибронектин16, 17 със загуба на EpCAM15, 18. Този фенотип е свързан с 
резистентност към химиотерапия и лъчелечение.19 В тези случаи методологията, 
основана на висока експресия на EpCAM, е компрометирана и подценява реалния 
брой на ЦТК, което води до възможен пропуск за предсказване на прогресия на 
болестта.14 Поради това тези методики имат ниска чувствителност и специфич-
ност.20-22

С
�� Изследване на циркулиращи туморни клетки като предиктивен маркер за лечение на колоректален карцином не се препоръчва извън клинични 
проучвания.

�� Циркулиращи туморни клетки при колоректален карцином може да се обсъждат за оценка на прогноза и мониторинг на отговор към терапия.

При пациенти с колоректален карцином в стадий II-III, в добавка към други клиникопатологични характристики на тумора, може да се препоръча 
анализ на циркулиращи туморни клетки като критерий, определящ нужда от адювантна химиотерапия.
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1.10. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ АНАЛЕН КАРЦИНОМ
1.10.1. HPV-статус и p16/p18-експресия

Светлана Христова, Мариела Василева

Молекулярна биология. Човешките папилома вируси (HPVs) показват голямо разно-
образие от генотипове. Идентифицирани и изцяло секвенирани са 85 типа, а повече 
от 120 типа са частично анализирани. Всички типове инфектират епителни клетки на 
аногенитална или орофарингеална лигавица.1 Геномът на HPVs представлява 8 кило-
бази двойноверижна циркулярна ДНК с ранен регион, който кодира протеини E1, E2, 
E4, E5, E6 и E7, и късен регион, който кодира два структурни капсулни протеина – L1 
(голям капсулен протеин) и L2 (малък капсулен протеин). Тези два региона са разделе-
ни от некодиращ регулаторен участък, съдържащ четири места за свързване на Е2 или 
други клетъчни транскрипционни фактори. Протеин E2 е експресиран, когато геномът 
на HPV е останал в своята циркулярна плазмидна форма, т.е. физически е разделен от 
хромозомната ДНК на клетката гостоприемник. Когато всичките четири свързващи 
места на регулаторния участък са свързани с Е2, експресията на Е6- и Е7-онкогените е 
подтисната и тяхната онкогенна функция е отслабена. Една от стъпките на малигнена 
трансформация е интегрирането на HPV-ДНК в хромозомна ДНК на гостоприемна-
та клетка. Разцепването обикновено се осъществява в Е2-кодиращия регион и когато 
HPV-ДНК се интегрира в ДНК на гостоприемника, експресията на Е2 се нарушава; 
местата за свързване на Е2 в некодиращия участък вече не са заети, експресията на Е6 
и Е7 не е подтисната и това определя повишен капацитет за клетъчна трансформация. 
Тип 16 HPV кодира E6 и E7, които се свързват с ключови клетъчни тумор-супресори. 
По правило Е6 се свързва с p53, което води до дерегулация в сигналните вериги на 

ДНК и редукция на апоптоза. Обикновено E7 се свързва с pRb и така определя повише-
на клетъчна пролиферация и геномна нестабилност.2, 3 

Развитие на плоскоклетъчен анален карцином (АК) е в пряка връзка с HPV-инфек-
ция. Висок риск за прекурсорна интраепителна неоплазия (AIN) и АК е персистираща 
HPV-инфекция, главно субтипове HPV16/HPV18.4-6 Нaд 93% от АК е асоцииран с HPV. 
Най-често (85%) се доказва HPV16 и значително по-рядко – тип 18.5 Обобщени данни 
от 35 ретроспективни системни проучвания върху анални биопсии показват наличие 
на HPV16/18 в 72% от пациенти с инвазивен плоскоклетъчен карцином. Заедно с AIN 
честотата достига до 80-85%.6-9

Аналитични методи за изследване. Основните рутинни и/или скринингови методи 
са микроскопско изследване на цитонамазки и биопсии от суспектни лезии (AIN/AK) 
за откриване на характерни HPV-контаминирани епителни клетки – койлоцити.7 Чрез 
специфични биомаркери доказване на HPV позитивност при анални лезии може да 
бъде осъществено по два метода: молекулярно-генетичен PСR-анализ за откриване на 
вирусна ДНК върху цитологични или биопсични материали или имунохистохимично 
(ИХХ) чрез верифициране на вирусни протеини.10, 11 Най-често използван е ИХХ-метод 
за доказване на E6-протеин чрез антитяло p16INK4a. Резултати от неголеми серийни 
проучвания, включващи малък брой пациенти с АК, определят широки граници на 
чувствителност за p16INK4a ИХХ-позитивност – от 22% до 100%.5, 11-14 Според различ-
ните диагностични платформи стойността, чувствителността и сензитивността на 
PCR-тестване за p16 при АК не е напълно дефинирана.12 Понастоящем препоръките 
на Американската Агенция за храни и лекарства (FDA) с приложимост за молекулярна 
диагностка на HPV-позитивност при АК включват само Hybrid Capture 2 HPV-тест.15
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Доказателстваза предиктивно значение. За разлика от други органни локализации, 
самостоятелно предиктивно значение на анална HPV-инфекция е в процес на проучва-
не. Усилията са насочени преди всичко към над 29 молекулярни биомаркера, свързани 
с HPV дерегулация – p16, Ki-67, MCM7, K17, K7, K2 и HPV E4, но без доказана ефектив-
ност. Предполага се добър отговор към лъчехимиолечение (ЛХЛ) при с HPV-позитив-
ност в асоциация с “див” тип тумор-супресорен ген P53. Според рандомизиран анализ 
върху 240 пациенти с HPV-позитивен АК мутации в p53 са определящи за по-лоша 
прогноза и преживяемост.16 Други проучвания акцентират върху комбинация на HPV-

геномна позитивност и ИХХ p16INK4a-експресия. Пациентите са третирани с ЛХЛ 
или само с лъчелечение; HPVp16 е установен в 81.0% от изследваните биопсии, HPVp18 
– в 2.2% и корелира със значимо увеличаване на общата преживяемост и преживяе-
мостта без болест при пациенти в клиничен стадий I-III, сравнено с HPVp16-негативна 
контролна група.15, 17-19 Очакван допълнителен терапевтичен подход при метастатичен 
АК като втора линия след ЛХЛ е имунотерапия според фаза II на клинично мултицен-
трично проучване ADXS11-001.20	

C

�� При пациенти с анален карцином може да се обсъжда имунохистохимично изследване на p16INK4a или молекулярна диагностика чрез Hybrid Capture 
2 HPV-тест като прогностични фактори.

�� Имунохистохимично доказване на p16INK4a-експресия върху биопсични материали се препоръчва като допълнителен метод за верификация на анални 
HPV-асоциирани плоскоклетъчни интраепителни лезии и преканцерози (AIN).

�� Не се препоръчва скрининг или рутинно изследване на HPV-статус при анален карцином.

�� Имунохистохимична верификация на p16INK4a не се изисква като рутинен допълнителен диагностичен метод за откриване на HPV-свързани 
морфологични промени върху анални биопсии.

�� Имунохистохимично изследване на p16 би трябвало да се използва при несъответствие в професионалната хистологична интерпретация на 
нискостепенни/високостепенни интраепителни неоплазии (АIN).

�� Лаборатории, извършващи HPV-диагностика, трябва да разполагат със стандартизирана процедура и качествен контрол на диагностика.
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1.10.2. HIV-статус и CD4+ клетъчен брой
Яна Бочева, Веселина Колева

Молекулярна биология. Известно е, че заболеваемостта от анален карцином (АК) 
сред HIV-позитивни хомосексуални мъже, HIV-негативни хомосексуални мъже и 
жени, практикуващи анален секс, е повишена. Този тип неоплазия е два пъти по-честа 
при HIV-позитивни хомосексуални мъже спрямо HIV-негативни и от 4-30 пъти по-
рядка при HIV-позитивни жени в САЩ.1, 2 Счита се, че заболеваемостта от инвазивен 
АК не корелира с CD4-клетъчния брой в периферна кръв, но има публикации, отчита-
щи, че нисък CD4-клетъчен брой повишава риска от болестта.3, 4 Пациенти с продъл-
жителност на HIV-инфекция, по-голяма от 15 години, имат 12 пъти по-висок индекс на 
заболеваемост от тези с до 5 години. Въпреки повишаващият се брой на пациенти на 
високо активна антиретровирусна терапия (HAART), рискът от заболяване не нама-
лява в конкретната група.4-6 Като застрашена популация се отбелязват и хора с имунен 
дефицит от различна генеза – след органна трансплантация, продължителна химиоте-
рапия, автоимунни заболявания и др.7

Аналитични методи за изследване. Методологичните секции в различните публи-
кации, третиращи използването на резултати от определяне на CD4-клетъчен брой, 
визират най-често пет различни техники: TruCOUNT, Dual Platform, FACSCount, Easy 
CD4 и CyFlow. Към момента BD FACSCount се определя като референтна аналитична 
техника.23, 24

Доказателстваза предиктивно значение. Голямо ретроспективно проучване, включ-
ващо 33420 HIV-позитивни и 66840 HIV-негативни пациенти, проследява роазвитието 

на не-СПИН-свързана онкологична болест в двете групи в продължение на 5.1 години. 
Резултатите показват, че АК е сред най-често установените неоплазии и честотата му 
не намалява, независимо от ранно започване на антиретровирусна терапия. Установе-
на е статистически значима разлика в имуносупресията между групи на HIV-инфек-
тирани със и без наличие на АК: среден брой CD4+ Т-лимфоцити 156 клетки/mm3 при 
АК срещу 270 клетки/mm3 при пациенти без АК (p < 0.001), което е с 42% по-нисък 
брой.8 Според проспективно проучване сред кохорта от 23 437 HIV-позитивни пациен-
ти, третиращо рискови фактори за смъртност в тази група, се установява че тежестта 
на имуносупресията е силен предиктор за смърт от онкологична болест при HIV-по-
зитивни пациенти. Резултатите показват, че смъртността от СПИН-свързан карцином 
намалява статистически значимо в групата пациенти с брой CD4+ > 500 клетки /mm.3, 9

Въпреки някои публикации за повишена токсичност на едновременно лъчехимиоле-
чение (ЕЛХЛ) с цел запазване на сфинктерна фунция, тя е адаптирана и за HIV-пози-
тивни пациенти. Конкретни студии маркират CD4-клетъчен брой под 200 mm3 към 
момента на диагностициране на карцинома като рискова гранична стойност (cut off) за 
повишаване на токсичните ефекти от терапия.10 В същото проучване се посочва, че ма-
кар свързаната с лечението вторична болестност да е повишена в групата с CD4-клетъ-
чен брой под 200 mm3 при диагностициране, седем от осем случая достигат пълен кон-
трол на болестта. Повечето проучвания, коментиращи токсичност, изход и стандартни 
показатели за преживяемост на HIV-позитивни спрямо HIV-негативни кохорти, са 
ретроспективни; малка част от тях извеждат по-лоши показатели и повишена токсич-
ност в HIV-позитивната група.11, 12 По отношение на петгодишен пълен терапевтичен 
отговор повечето студии не отчитат разлика в резултатите на двете групи.12-15 В проуч-
ванията не се отчита разлика по отношение на токсичност, ефикасност от ЕЛХЛ, както 
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и двегодишен период на преживяемост при сравнение на HIV-позитивни спрямо HIV-
негативни групи.14-16 Няма данни доколко добрата поносимост на HAART е причина за 
добър изход в посттерапевтичния период при HIV-позитивни пациенти. На практика 
последните данни от скорошни и по-високобройни проучвания отхвърлят тезата за за-
висимост на изхода, посттерапевтичната токсичност и нейната тежест от CD4-клетъч-
ния брой при старт на терапията, независимо от провеждане на HAART, както и типа 
на 5-fluorouracil-базирано ЕЛХЛ – инфузионна или перорална.17-21 Последни проучва-

ния установяват статистически значимо намаление на CD4-клетъчен брой след ЕЛХЛ, 
което персистира около година.21, 22 В едно от тези студии 6% от пациентите умират по 
преме на ремисия от опортюнистични инфекции и вторични неоплазии, свързани с 
имуносупресия, израз на която е заниженият CD4-клетъчен брой.21 Тези данни акцен-
тират върху необходимостта от стриктен контрол върху HIV-позитивни пациенти след 
ЕЛХЛ по отношение на вторични неоплазии и опортюнистични инфекции.

B

�� Препоръчва се използване на едновременно лъчехимиолечение при HIV-позитивни пациенти с анален карцином, независимо от претерапевтичния 
CD4-клетъчен брой в периферна кръв.

�� При HIV-позитивни пациенти с анален карцином не се препоръчва проследяване на динамиката в пре- и посттерапевтичен CD4-клетъчен брой като 
предиктивен фактор за лъчехимиотерапевтична токсичност и лош терапевтичен изход.

�� Препоръчва се оценка на степен на имуносупресия като прогностичен фактор за смъртност от анален карцином.

�� Стартиране на антиретровирусна терапия незабавно след установяване на HIV-позитивен статус не води до намален риск от развитие и 
смъртност от анален карцином.

�� За оценка на риск от анален карцином при HIV-инфектирани пациенти се препоръчва проследяване на количество на CD4+ Т-хелперни лимфоцити 
в периферна кръв.
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1.11. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ НЕВРОЕНДОКРИННИ 
ТУМОРИ

1.11.1. Ki-67-пролиферативен индекс и митотичен брой
Савелина Поповска, Тихомир Диков

Молекулярна биология. Невроендокринните тумори (НЕТи) са неоплазми, характе-
ризиращи се с невроендокринна диференциация, които могат да възникват първично в 
различни анатомични локализации. По правило НЕТи имат свои клинични и биологични 
особености, които ги отличават в различна степен едни от други.1-4 Освен хистологичните 
характеристики и експресията на невроендокринни маркери, важен компонент от морфо-
логичната диагноза е определяне на степен на малигненост (хистологичен грейдинг, G), 
която се базира на пролиферативен (Ki-67) индекс и брой митози на единица площ.1-4 Към 
настоящия момент съществуват редица организации, посветили дейността си на НЕТи, и 
редица ръководства, в които са включени основни препоръки за градирането им.5

Ki-67 е събирателно понятие за група нехистонови протеини, експресирани във всяка 
клетка във фаза на делене, без G0. В рутинната практика се използва антитяло клон 
MIB-1 за целите на имунооцветяване и визуализация на ядра на клетки с пролифера-
тивен потенциал. Факторите, влияещи на експресията, са свързани с пред- и интраа-
налитични моменти – лабораторен метод, дебелина на среза, плътност на сигналите, 
преценка на позитивност и др. Препоръчва се броене само на добре различими, тъмно-
кафяви сигнали при липсващо цитоплазмено неспецифично маркиране.6

Аналитични методи за изследване. За определяне на митoтичен индекс се препоръч-
ва поле на голямо увеличение (ПГУ) – 400x (40x обектив, 10x окуляр). Разнообразието 

от производители налага преизчисляване в случаите с различни стойности на увеличе-
нията на обектива и окуляра. При броене на митози на определена площ първоначално 
следва да се калкулира размерът на видимото поле при дадено увеличение в средин-
ната равнина на виждане чрез диаметъра на диафрагмата на окуляра с помощта на ли-
нийка. Определянето на брой митози се свежда до три опции: (1) докладване на изчис-
лен брой митози на брой туморни клетки, т.нар. митотичен индекс, напр. “n брой/100 
туморни клетки“; (2) митотичен брой на единица измерена площ, напр. “n брой/mm2“; 
(3) комбинация от двете възможности за отчитане – често публикуваните препоръки 
не уточняват как точно да се докладва резултатът.

Методите за броене са мануално преброяване и анализ на дигитален образ. Съчета-
нието от камера-образ (cam-capture) или принтирана версия на екран с последващо 
мануално броене се счита за практична, възпроизводима и ефективна система за пре-
смятане на Ki-67-индекс по отношение на цена/качество.7-9 В етап на валидация е и 
първи по рода си хибриден метод, използващ митотично-специфичен имунохистохи-
мичен маркер при НЕТ, фосфохистон H3, като първоначалните съобщения докладват 
добра конкордантност с опитна преценка на митотичен брой върху рутинно оцветен 
препарат.10 

Съчетанието на митотичен брой и пролиферативна активност са в основата на класи-
фикационно-диагностични и прогностичн и алгоритми при НЕТ. През 2006 г. е публи-
кувана първата TNM-класификация по предложение на ENETS за невроендокринни 
тумори в определени анатомични отдели на гастроинтестиналния тракт (ГИТ). Акцен-
тира се върху пролиферативната активност на туморната популация чрез комбинира-
но броене на митотични фигури и положителни Ki-67-сигнали и се утвърждават като 
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ефективен прогностичен биомаркер при пациенти с НЕТ на панкреас и други органи 
на ГИТ, оставяйки на заден план цитологичната атипия и дисеминация на туморите. 

Пролиферативният статус разпределя туморите в три обособени категории: (i) G1, ˂ 2 ми-
този на 2 mm2 (проектиращо се в 10 ПГУ) и/или Ki-67-индекс ≤ 2%; (ii) G2, 3-20 митози на 
2 mm2 и/или Ki-67-индекс 3-20%; (iii) G3, 21 или повече митози на 2 mm2 и/или Кi-67-ин-
декс > 20%. Препоръката е изброяване на митози върху H&E оцветен слайд на единица 
площ, равна на 2 mm2, кореспондираща на 10 полета голямо увеличение 40x. В допълне-
ние, препоръката е да се изброят поне 40 ПГУ, когато е възможно, в зони с висока честота 
на митотични фигури и само след преглед на всички налични препарати.11 Минималният 
брой ПГУ, обаче, не е отбелязан изрично, когато се борави с лимитиран по обем биопсичен 
материал. Ki-67-индекс е дефиниран като брой положително маркирани ядра при оценка 
на 2000 туморни клетки в зони с висока концентрация на сигнали, без да са налице препо-
ръки дали да се насочи вниманието към изолирана зона, или да се сумират няколко горещи 
зони. В допълнение, отсъства базиран на доказателства алгоритъм за справяне със ситуа-
ции, в които митотичен сбор и Ki-67-индекс са разнопосочни и осигуряват миграция на ту-
мора в различна G-категория, както и в случаите с биопсичен материал от първичен тумор 
и метастатичен депозит. За да стандартизира Ki-67-индексът, ENETS по-късно публикува 
нова препоръка за оценка на 100 туморни клетки в гореща зона и с готовност за оценка 
на няколко зони при наличен висок вътретуморен хетерогенитет.12 Първата валидация на 
предложената система за градиране е осъществена от Pape еt al.13 върху 131 панкреасни 
НЕТ; докладва се значимо по-ниска преживяемост при G2 и G3. 

През 2009 г. AJCC публикува Седма редакция на TNM с НЕТ-класификация и с из-
вестни разлики в терминологията, въвеждайки промени само в частта със стадиране 

на НЕТ, без да адресира градирането им.14 В публикацията на WHO от 2010 г. важен 
принцип, залегнал в предложението за класификация, е ясното разграничение между 
хистологични модификатори (градиране, еднакво за всички гастроинтестинални лока-
лизации) и стадиране, базирано на AJCC/TNM 7. Понастоящем WHO 2010 ревизията 
разделя НЕТ в три групи: (i) невроендокринни тумори grade1 или G1 НЕТ, (ii) невро-
ендокринни тумори grade2 или G2 НЕТ и (iii) невроендокринни карциноми, grade 3  
или G3 НЕК, разделени на дребноклетъчен и едроклетъчен вариант. Хистологичното 
градиране се базира на морфологични критерии и пролиферативна фракция според 
схемата на ENETS и при идентични разграничителни стойности (cut-offs), но с леки 
нюанси: броенето следва да се базира на 50 ПГУ при размер на полето, равно на 0.2 
mm2, т.е. площ с размери 10 mm2. Ki-67-индекс се изчислява като процент положител-
ни клетки при преброяване на 500-2000 клетки. Ако митотичен брой и Ki-67-инедкс се 
разминават, докладва се по-високият грейдинг, двете изследвания са комплементарни 
и не са реципрочно заменяеми.3 В скорошни публикации Вasturk et al. акцентират вър-
ху митотичен брой/Ki-67-индекс дискордантни случаи; в категорията G2 НЕТ е уста-
новена по-добра преживяемост с G2 митотичен брой и G3 Ki-67-индекс в сравнение 
с G3 НЕК и G2 НЕТ с конкордантни митотичен брой и Ki-67-индекс.15 Yamaguchi T, 
et al. установяват, че разделянето на НЕТи на ниска/умерена степен на малигненост 
на база Ki-67-индекс от 3% предсказва по-добре потенциала на туморите да метаста-
зират и рецидивират.16 Съгласно дефинициите в уводната част на същата публикация 
G1 и G2 НЕТи са добре диференцирани неоплазии, които все пак носят определен 
малигнен потенциал и не се препоръчва употребата на термини като карциноид или 
атипичeн карциноид. В практиката, обаче, е възможна необичайна комбинация от хо-
могенна туморна тъкан с характеристики на високодиференцирана невроендокринна 
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неоплазия (недребноклетъчна/неедроклетъчна характеристика), но с пролиферативна 
фракция, надхвърляща прага за диагноза НЕК, или нискодиференцирана неоплазма с 
ниски абсолютни стойности на митотичен брой и/или Ki-67-индекс, както и микстури 
от различни варианти в единна туморна маса. На този етап, поне при панкреасни НЕТ, 
е допустимо използване на G3 НЕТ категория6, но отделните морфологични и гради-
ращи находки следва детайлно да бъдат отразени в биопсичния доклад и реферирани 
към специализирано диагностично заведение с готовност за допълнителна типизация. 

Доказателства за предиктивно значение. Според обобщени данни от последните го-
дини Ki-67-индексът и митотичният индекс при  гастро-ентеро-панкреатични НЕТи са 
утвърдени като прогностични фактори, както и като фактори, подпомагащи избора на 
терапевтичен подход. Така например гастро-ентеро-панкреатични НЕТи с Ki-67-ин-
декс < 2% (Grade 1) е предиктивен спрямо соматостатинова таргетна терапия (напри-

мер с octreotide). Ниско диференцирани NEC, при които Ki-67-индексът надхвърля 
70% не показват добър отговор към соматостатинова таргетна терапия. Друг пример 
за предиктивната роля на Ki-67 е по-добрият отговор на пациенти с  панкреатични 
НЕТ и Ki-67 > 5% към комбинирана химиотерапия с capecitabine и temozolomide спрямо 
пациенти с Ki-67 < 5% на същата терапия. В цитирания обзор се посочва и предиктив-
ност за по-добър отговор към химиотерапия с платинов дублет при случаи на G3 НЕТи 
с Ki-67 > 55% спрямо случаите с Ki-67 < 55%.17 За разлика от гастро-ентеро-панкреа-
тичните НЕТ, ролята на Ki-67-индекса при невроендокринни тумори на белия дроб в 
предиктивно отношение далеч не е така ясна. Ki-67-индексът се използва в подкрепа 
на диагностиката, заедно с другите морфологични параметри, като по този начин кос-
вено подобрява шанса за терапевтичен отговор.17, 18 С времето Ki-67-индексът може да 
се променя в хода на болестта и в контекста на лечението при даден пациент.18

A

�� При невроендокринни тумори се препоръчва задължително хистологично степенуване според брой митози и пролиферативна активност, определена 
имунохистохимично с Ki-67-ядрена експресия.

�� Препоръчва се определяне на митотичен/пролиферативен индекс чрез светлинна микроскопия и имунохистохимично изследване.
�� При метастатични невроендокринни тумори се препоръчва степенуване като база за избор на системна терапия (соматостатин-рецепторни аналози, 
mTOR-инхибитори, химиотерапия и др.).

�� Степенуването на невроендокринни тумори трябва да бъде съобразено с тяхната локализация (бял дроб, гастроинтестинален тракт) и/или 
органен произход. 
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�� При противоречие между пролиферативен индекс и митотичен брой се приема този, определящ по-висока категория.
�� Задължително трябва да се съблюдава площта, върху която се отчитат митози и пролиферативен индекс (да отговаря на изискваната от 
ръководствата).
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1.11.3. Соматостатин-рецепторна сцинтиграфия с 111In-
OctreoScan/99mTc-Tektrotyd и 68Ga-DOTA ПET/КT 
Соня Сергиева, Павел Бочев, Ирена Костадинова

Метаболитни принципи и биология. По-голямата част от невроендокринните ту-
мори (НЕТи) показват свръхекспресия на повърхностноклетъчни соматостатинови 
рецептори SSTR1-SSTR5, взаимодействащи с естествените соматостатинови фракции, 
като това зависи от хистологичната диференциация и вида на тумора.1-6 Имунохис-
тохимични изследвания при гастроентеро-панкреатични (ГЕП) НЕТи показват, че в 
най-голям процент се експресира тип SSTR2 (84-100% от случаите c G1-G2), в по-малка 
степен – SSTR3 (53-79%) и SSTR5 (55-83%), като честотата намалява съответно до 23% 
при G3b-фенотип.5, 6 Свръхекспресията на соматостатинови рецептори от малигнено 
трансформирани клетки се използва като таргет за визуализиране на НЕТи посред-
ством различни нуклеарномедицински методи.6 С оглед създаване на стабилни сома-
тостатинови аналози, подходящи за терапевтично приложение, e синтезиран octreotid. 
През 2000 г. са публикувани първи клинични резултати от приложение на соматоста-
тинов аналог, маркиран с 99mТс-HYNIC-TOC (Tektrotyd, Polatom).7-9 Основни предим-
ства на радиофармацевтик с 99mТс се обуславят от следните дозиметрични характерис-
тики: (1) по-малко лъчево натоварване за пациентите с ефективна еквивалентна доза 
на радиоактивност след апликация на 970 MBq 99mTc-Tektrotyd/70kg от 4.2 mSv; (2) 
по-малка продължителност на изследването с възможност за провеждане на еднодне-
вен протокол на сканиране в рамките на 2-4 часа след инжектиране, без необходимост 
от сканиране на 24-и час; (3) значително по-малко физиологично биоразпределение в 
черен дроб за детекция на хепатални лезии; (4) висока чувствителност на свързване с 

рецептори от SSTR2-подтип, но в по-малка степен и с SSTR3 и SSTR5; (5) възможност 
за приготвяне и дозиранe намясто според конкретни нужди на пациентите.9 Въвеж-
дането на хибридни SPECT-CT-апарати оптимизира в голяма степен планарните и 
SPECT-соматостатин-рецепторни сцинтиграми10-12 и прави възможно изобразяване на 
огнища с размери под 10 mm. С навлизане в клиничната практика на позитронноеми-
сионна томография с компютър-томография (ПЕТ/КТ) бяха синтезирани нови радио-
фармацевтици за визуализиране на НЕТ, маркирани с позитронни емитери, като 68Ga, 
18F-DOPA и др.13, 14 Публикувани са данни за предимства на ПЕТ/КТс белязани сома-
тостатинови аналози вследствие на по-висока разделителна способност при детекция 
и значително подобрена чувствителност, варираща между 80-100% при визуализиране 
на минимални по големина лезии, и специфичност между 82% и 90%.17-20 Най-често из-
ползвани позитронни радиофармацевтици са 68Ga-DOTA; като агонистите се свърз-
ват приоритетно с различни подтипове соматостатинови рецептори16 – 68Ga-DOTA0 
-Tyr3octreotide (68Ga-DOTA-TOC, 68Ga-edotreotide), 68Ga-DOTA0 -1NaI3 octreotide (68Ga-
DOTA-NOC) и 68Ga-DOTA0 -Tyr3octreotate (68Ga-DOTA-TATE).17-19 Най-често прилаган 
е 68Ga-DOTA-NOC, който е с най-висок афинитет към рецепторите от SSTR2-подтип. 
Точността на детекция достига 96%, значително по-висока както от КТ (точност 75%), 
така  и от останалите нуклеарномедицински методи.19 68Ga-DOTA-TOC се свързва пре-
димно със SSTR2 и SSTR5-подтип, а 68Ga-DOTA-TATE – основно със SSTR2-подтип. 
Независимо от разликите в афинитета, основните клинични индикации за диагности-
ка, стадиране и рестадиране на НЕТи са приблизително еднакво добре покрити и от 
трите радиофарцевтика. От друга страна, образните характеристики не винаги коре-
лират с афинитета; например афинитетът на 68Ga-DOTA-TATE към SSTR2-подтип е 
почти десет пъти по-висок от този на 68Ga-DOTA-TOC, което обаче при директно срав-
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нение не показва по-висока чувствителност. В сравнително проучване дори се уста-
новява по-високи стойности на стандартизирано отношение на натрупване (SUVmax) 
и повече визуализирани туморни лезии с 68Ga-DOTA-TOC, отколкото с 68Ga-DOTA-
TATE.20 Тези разлики са без съществено значение за  диагностичните изследвания на 
НЕТ, но следва да се взимат в съображение при планиране на радиопептидна терапия.

При ПЕТ/КТ с 68Ga-DOTA-съединения се получава допълнителна важна диагностич-
на информация при 14% от пациентите със SPECT и при 21% от пациентите с КТ.17-19 
Данните доказват водеща роля на 68Ga-DOTA PET-CT и по отношение на целотелес-
но изследване с магнитнорезонансна томография (МРТ) с контраст, като е цитирана 
точност съотв. 99% и 89%.17-20 Подчертава се предимството на 68Ga-DOTA ПЕТ/КТ при 
детектцията на ангажирани лимфни възли (100% срещу 73%) и белодорбни лезии (100% 
срещу 87%), но ПЕТ/КТ отстъпва по чувствителност при визуализацията на костно-
мозъчни метастази (92% срещу 99% с МРТ ) и чернодорбни лезии (82% срещу 96%).20 

Други автори определят чувствителност от 94.8% и специфичност от 86.5%, с висока 
позитивна и негативна предикативна стойност от 91% и 92%.21 Допълнително преиму-
щество е уникалната възможност за целотелесно изследване и количествена оценка за 
функционална активност на лезиите и степен на експресия на соматостатинови рецеп-
тори, предпоставка за прилагане на персонализирана терапия.18 Напоследък съществу-
ват публикации и върху използване на соматостатин-рецепторни антагонисти, които 
са със сходен афинитет към всички субтипове рецептори. Приложението им към мо-
мента е само пилотно и не може да се счита за дефинитивно валидирано.24

По правило НЕТи могат да бъдат визуализирани и чрез други радиофармацевтици, ба-
зирани на техните невроендокринни функционални характеристики. Най-широко из-

следван е 18F-DOPA при тумори с ниска или променлива соматостатинова експресия, 
каквито са невроектодермалните тумори с наличие на катехоламинови рецептори: ме-
дуларен карцином на щитовидна жлеза, феохромоцитом, невробластом. Показана е за 
визуализиране на първични туморните формации и определяне на стадий на болестта, 
но няма роля за определяне на индикации за соматостатинова терапия.22

ПЕТ/КТ с 18F-FDG е показано за визуализация на НЕТи с по-ниска клетъчна диферен-
циация и слаба експресия на соматостатинови рецептори, основно при G3b тумори, 
медуларен карцином на щитовидна жлеза с високи стойности на серумен калцитонин 
(> 1000 pg), смесени адено-невроендокринни карциноми, синхронни/метахоронни зло-
качествени болести. Осигурява важна прогностична информация за наличие на по-аг-
ресивни тумори и необходимост от прилагане на  химиотерапия.23

Преди соматостин-рецепторна сцинтиграфия с 99mТс-HYNIC-TOC (Tektrotyd) или  
68Ga-DOTA ПЕТ/КТ е препоръчително лечението със  соматостатинов аналог да бъде 
спряно 3-4 седмици преди деня на апликация, за да се избегне възможна блокада на 
соматостатиновите рецептори.1, 13, 14

Индикации и доказателства за предиктивно значение. При диагностика и стади-
ране на НЕТи индикациите са следните: (1) за визуализиране на суспектен първичен 
НЕТ в изследван орган или телесна структура; (2) за определяне на размери и точна 
локализация на съмнително огнище за биопсия; (3) за откриване на окултен първичен 
тумор при метастатичен процес с неизвестен първичен произход; (4) за определяне на 
биологичната характеристика на туморната формация – наличие и степен на свръх-
експресия на соматостатинови рецептори като предиктивен маркер за терапевтичен 
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отговор към соматостатинови  аналози; (5) определяне на морфологична структура на 
туморната формация; (6) за N/M-стадиране на болестта. При негативна SRS, най-често 
при нискодиференциран G3b тумор и смесен НЕТ с невроендокринна компонента под 
30%, е целесъобразно провеждане на ПЕТ/КТ с 18F-FDG. Използва се за очертаване 
на същинския туморен обем (GTV) и клиничния прицелен обем (CTV) за целите на 
лъчелечебно планиране. Предпочита се и за проследяването на пациенти с НЕТ след 
провеждане на комплексна терапия и рестадиране: (1) за ранно откриване на локален 
рецидив при абнормни клинични и параклинични показатели, напр. повишени серум-
ни стойности на хромогранин АCgA, CEA и калцитонин или 5-HIAA в урина; (2) за 
откриване, локализиране и определяне на степен на разпространение на метастатичен 
процес; (3) за отдиференциране на патологични хиперфиксиращи огнища от физиоло-
гична активност, фиброзна тъкан или бенигнени образувания; (4) за определяне степен 
на терапевтичен отговор при метастатична болест – пълен отговор, частична ремисия, 
стабилна болест, прогресия. Косвен показател е повишена стойност на серумен Cg A 
– предиктивен белег за наличие за свръхекспресирани повърхностноклетъчни рецеп-
тори за соматостатин.8, 10

Тераностика (диагностика и терапия) е нова концепция за специфична диагностика 
и прицелно ефективно лечение след прилагане на една таргетна молекула, свързана с 
различни радиоактивни изотопи, при прогресиращи авансирали НЕТ.13,14 Соматоста-
тиновите аналози се маркират съответно с 99mТс/68Ga или с 177Lu/90Y за диагностич-

ни цели или за метаболитна брахитерапия. По този начин се визуализира наличие и 
степен на свръхекспресия на соматостатинови рецептори, топографска локализация 
и възможност за терапевтична алтернатива при пациенти с рефрактерни НЕТ.13, 14 В 
идеалния случай планирането на радиопептидна терапия следва да се извърши със съ-
щия комплекс хелатор/пептид, както и терапията (покриване на дефиницията за т.нар. 
тераностици – една и съща молекула за терапия и диагностика). Независимо от спаз-
ването на това правило, дори промяната в радиометала (от 68Ga към 177Lu/90Y) може да 
доведе до промени в афинитета към SSTR, биоразпределението и фармакокинетика-
та.22 Тераностиката се утвърждава като съвременен подход за персонализирана диаг-
ностика и терапия при НЕТ.13,14

Друг нуклеарномедицински метод с предиктивно значение e 123/131I-MIBG 
(metaiodbenzylguanidine), който се използва за визуализиране на тумори в надбъбреч-
на медула, най-често феохромоцитом, параганглиом, невробластом, ганглионевро-
бластом и др. Този радиофармацевтик се свързва с повърхносноклетъчни катехола-
минови рецептори, експресирани от туморната клетка, концентрира се в цитозола 
посредством активен трансмембранен транспорт и се съхранява интрацелуларно в 
невросекреторни гранули.15 Целотелесна сцинтиграфия с последващо SPECT-CT-из-
следване с 123/131I-MIBG е много чувствителен и специфичен метод за изобразяване и 
стадиране на първичен тумор и служи като предиктивен метод за ефективност на ме-
таболитна брахитерапия с тепаревтични дози 131I-MIBG.15
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B

�� Соматостатинови аналози, маркирани с 99mТс/68Ga за SPECT-CT или ПЕТ/КТ изследвания, се препоръчват за определяне на биологична характеристика 
на невроендокринни тумори (наличие и степен на свръхекспресия на соматостатинови рецептори) като предиктивен маркер за терапевтичен ефект от 
соматостатинови аналози и соматостатин-рецепторна радиопептидна терапия.

�� При туморна хетерогенност на соматостатин-рецепторна експресия (при метастатични G3а тумори (НЕТ) и G3b невроендокринни карциноми (НЕК)) 
се препоръчва комбинирана предиктивна оценка със соматостатин-рецепторни изследвания и ПЕТ/КТ с 18F-FDG за дефиниране на рискови SSTR-
негативни/FDG-позитивни лезии с оглед селективен терапевтичен подход. 

�� При планиране на соматостатин-рецепторна радиопептидна терапия е препоръчително използваната диагностична/предиктивна молекула да е 
идентична в частта хелатор/пептид с тази, използвана за терапия.

�� SPECT-CT-соматостатин-рецепторна сцинтиграфия или ПЕТ/КТ с 68Ga-маркирани соматостатинови аналози се препоръчва за лъчетерапевтично 
планиране при невроендокринни тумори: очертаване на същински туморен обем (GTV) и клиничен прицелен обем (CTV).

�� Соматостатин-рецепторна сцинтиграфия с 111In-OctreoScan/99mTc-Tektrotyd се препоръчва за оценка на соматостатин-рецепторeн статус като предиктор 
за отговор към лечение с octreotide LAR при тумори с неизвестна или вариабилна експресия на соматостатинови рецептори, където лечението със 
соматостатинови аналози не е стандарт.

�� Соматостатин-рецепторната сцинтиграфия с 111In-OctreoScan/99mTc-Tektrotyd или ПЕТ/КТ с 68Ga-маркирани соматостатинови аналози за 
визуализиране на невроендокринни тумори са строго регламентирани като необходими базисни изследвания с цел in vivo онагледяване на експресията 
и плътността на соматостатиновите рецептори и предопределяне на индивидуалния терапевтичен ефект от соматостатинови аналози, 
белязани c терапевтични радионуклиди. 

�� Прицелните SPECT-CT сцинтиграфии с 99mTc-Tektrotyd и целотелесните ПЕТ/КТ-изследвания с 68Ga-маркирани соматостатинови аналози 
значително повишават чувствителността, специфичността и диагностичната точност на детекция при невроендокринни тумори в сравнение с 
другите образни методи.
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1.12. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ОВАРИАЛЕН 
КАРЦИНОМ, КАРЦИНОМ НА ФАЛОПИЕВА ТРЪБА И 
ПЪРВИЧЕН ПЕРИТОНЕАЛЕН КАРЦИНОМ

1.12.1. BRCA1/2-мутации
Драга Тончева, Радка Кънева

Молекулярна биология. BRCA1- и BRCA2-гените са локализирани съответно на хромо-
зоми 17q21 и 13q12.3. Те са тумор-супресорни гени, които кодират белтъци, участващи 
в поддържането на геномната стабилност и контрола на клетъчния растеж.1 BRCA1- и 
BRCA2-протеините са включени в поправката на двойноверижни скъсвания (DSBs) чрез 
механизма на хомоложна рекомбинация (HR).2, 3 Дефицит на активни BRCA1 и BRCA2 
води до висока степен на хромозомна нестабилност, хромозомни счупвания, анеупло-
идия и центромерна амплификация.6-8 Нестабилността отключва използването на алтер-
нативни пътища за репарация на DSBs, като нехомоложно свързване на краища (NHEJ) 
и едноверижно сдвояване (SSA). При дефицит на BRCA1 доминира NHEJ-механизъм 
на репарация, свързан с натрупване на много грешки, докато при дефицит на BRCA2 са 
активни и двата механизма на репарация (NHEJ и SSA). Загубата на BRCA1/2-функция 
може да се дължи на герминативни или соматични мутации, епигенетични въздействия, 
които водят до зависимост от механизмите на репарация, различни от хомоложна реком-
бинация, и комбинации от много грешки, водещи до геномна нестабилност и малигнена 
трансформация на клетките.9,10 Герминативни мутации в BRCA1/2-гените се унаследяват 
по доминантен механизъм и се асоциират с кумулативен риск за развитие на епителен 
овариален карцином от 40% до 50% при пациенти, носители на BRCA1-мутации и от 20% 
до 25% при носители на BRCA2-мутации.11 Герминативни мутации в BRCA1/2 се наблю-

дават при 14% от пациентите с немуцинозен епителен овариален карцином, включващи 
17% от високостепенни серозни карциноми, като 44% от тези пациенти имат фамилна 
история за карцином на гърда (КГ) и овариален карцином (ОК), докато соматични мута-
ции в BRCA1/2 се откриват в 6% от пациентите с високостепенен серозен ОК.12,13

Популационни изследвания показват, че при пациентки с ОК се наблюдават патогенни ва-
рианти в повече от 10%, независимо от възраст и фамилна история за КГ или ОК. Честота-
та на носителство на патогенни варианти е средно около 1 на 400, но варира в различните 
етнически групи.14 Честотата на патогенни варианти се увеличава при пациенти със серо-
зен ОК (17-20%), високостепенен серозен (23-25%) и при платина-чувствителни пациенти 
(30-40%). Патогенните мутации в BRCA1- и BRCA2-гените са относително редки в общата 
популация. Експертите предлагат да се извършва мутационен анализ на здрави лица само 
когато има индикации от индивидуална или фамилна история за вероятно носителство на 
патогенни мутации в BRCA1 и BRCA2. Изследването се предлага на жени с фамилна исто-
рия за КГ, ОК, карцином на Фалопиева тръба или първичен перитонеален карцином, което 
повишава риска за мутация в един от двата гена. Преди и след извършване на генетично 
изследване пациентките трябва да получат медико-генетична консултация от лекар със 
специалност по медицинска генетика. Ръководства на ASCO препоръчват да се обучават 
специалисти от здравния сектор за предлагане на генетични изследвания и използване на 
подходящи стратегии за лечение, проследяване и снижение на риска.

Аналитични методи за изследване. Герминативни BRCA-мутации  се изследват в 
ДНК, изолирана от периферна кръв, чрез секвениране по Sanger или със секвениране 
от ново поколение (NGS). При “див” тип алели в BRCA1/2-гени се извършва допъл-
нителен MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) анализ за делеции. 
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Соматични мутации се изследват в ДНК, изолирана от определен сегмент на тумор-
на тъкан, включен в FFPE-блок, определен от патоанатом при оцветяване с хематок-
силин и еозин (H&E). Поради големия спектър от мутациии важно е да се определи 
тяхната функционална значимост. Всяка лаборатория, извършваща генетични изсле-
дания, следва да използва класификация на генетичните варианти, базирана на на-
стоящите препоръки за добра лабораторна практика (Evidence-based Network for the 
Interpretation of Germline Mutant Alleles (ENIGMA), https://enigmaconsortium.org/).

Доказателстваза предиктивно значение. AstraZeneca е финализирала три клинични 
проучвания, известни като SOLO (Studies of olaparib in ovarian cancer) за определяне на 
ефекта от терапия с оlaparib при пациенти с ОК.15-21 В клинично проучване SOLO1 са 
включени жени с новодиагностициран BRCA-мутирал ОК, а в SOLO2 – пациенти с ре-

цидивирал ОК след лечение. В SOLO3 са включени жени, които имат рецидивиращ ОК, 
карцином на Фалопиева тръба или първичен перитонеален карцином, които носят па-
тогенна герминативна BRCA-мутация, които имат завършени поне два курса платинова 
химиотерапия (carboplatin, cisplatin и oxaliplatin) и последният курс е завършил преди 
поне шест месеца или които имат платина-чувствителен тумор, който е намалял или из-
чезнал след последната линия на платинова химиотерапия. Ефективността на оlaparib 
е сравнена с друго лечение – химиотерапия по избор на лекаря, който участва в проуч-
ването и която не е платина базирана. Olaparib е одобрен от Американската агенция за 
храни и лекарства (FDA) и от Европейската лекарствена агенция (EMA) за лечение на 
жени с високостепенен серозен ОК и с герминативни BRCA-мутации, които преди това 
са получили три или повече курса на платина-базирана химиотерапия.

A

�� Препоръчва се изследване на герминативни или соматични BRCA-мутации при всички пациенти с високостепенен серозен овариален карцином, 
карцином на Фалопиева тръба и първичен перитонеален карцином.

�� При пациенти с метастатичен платина-чувствителен високостепенен серозен овариален карцином, карцином на Фалопиева тръба и първичен 
перитонеален карцином с доказана герминативна или соматична BRCA-мутация се препоръчва поддържаща терапия с olaparib.

�� Препоръчва се изследване на BRCA1/2-гени чрез секвениране по Sanger или чрез секвениране от ново поколение (NGS). При нормален резултат се 
препоръчва допълнителен MLPA-анализ за наличие на делеции.

�� Преди и след извършване на генетично изследване за мутации в BRCA1/2-гени болните трябва да проведат медико-генетична консултация.
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relapsed, platinum-sensitive ovarian, fallopian tube and peritoneal cancer in people whose relapsed 
disease has responded to platinum-based chemotherapy: An evidence review group perspective of a 
NICE single technology appraisal. Pharmacoeconomics 2017; 35 (1): 97-109
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1.13. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ КАРЦИНОМ НА 
МАТОЧНА ШИЙКА

1.13.1. HPV-статус и p16/p18-експресия
Светлана Христова

Молекулярна биология. Човешкия папиломен вирус (HPV) е етиопатогенетичен 
фактор при преканцерози и карцином, локализирани в аногениталната област. Рис-
кът за развитие на цервикален карцином (ЦК) е свързан с продължително персис-
тираща HPV-инфекция. HPV се инкорпорира и взаимодейста с покривния плосък 
епител по два основни пътя, определящи различни патоморфологични находки. С 
благоприятна прогноза и преходни, обратими епителни промени, свързани с вирусна 
реапликация, са нискостепенна епителна лезия/лекостепенна дисплазия и кондилом. 
Втората форма на HPV-епително взаимодействие се представя с промени, класифи-
цирани като преканцерози, корелиращи със свръхекспресия на HPV-вирусни онко-
генни белтъчни продукти, отключващи моноклонална пролиферация на относително 
недиференцирани клетки. Основно значение има HPV протеин 16.1-3 Патогенетично 
интрацелуларните таргети за HPV-вирусите включват алтерация на множество про-
теини, участващи в регулация на клетъчния цикъл, като циклини/циклин зависими 
кинази и инхибитори (CDK). HPV E6- и E7-онкопротеини инактивират тумор-супре-
сорните p53 и ретинобластома (pRB)-протеини с ефект за геномна нестабилност и 
висока клетъчна пролиферация. Функцията на pRB е свързана с инхибиране на кле-
тъчната прогресия в пролиферативна фаза и се регулира от циклин D1. Прогресивно 
и продължително фосфорилиране на pRB води до неговата инактивация и редукция 
на супресурната му активност. Подтискането на функцията на pRB се медиира от 
E2F-подобен транскрипционен фактор, намиращ се в строга зависимост от актива-
ция на CDK и повишени нива на CDKN2A-генния продукт p16INK4A. По правило 

P16INK4A е вирусен тумор-супресорен протеин, който активира CDK4 и CDK6, 
участващи във фосфорилиране на pRB.4-7

Аналитични методи за изследване. Като диагностични методи за доказване на 
HPV-свързани преканцерози и ЦК са приети имунохистохимично (ИХХ) изследване 
и молекулярно-генетичен анализ. На тъканно ниво p16INK4a се доказва в огнища на 
високостепенни плоскоклетъчни интраепителни лезии/цервикална интраепителна не-
оплазия (SIL/CIN) и карцином. P16INK4a е удобен и полезен биомаркер за ИХХ раз-
граничаване на нискостепенни (LSIL/CIN1) от високостепенни (HSIL/CIN2-3) епител-
ни дисплазии и прекацерози. Има значение и за снижаване на процента на фалшиво 
негативни и фалшиво позитивни хистологични оценки и/или като скринингов тест 
при препоръка за молекулярно-патологично изследване в контекста на терапевтич-
ния подход.3-5 Върху цервикални биопсии силна по интензитет и дифузна имунохис-
тохимична оцветка е с висока чувствителност за доказване на HPV-асоциирани HSIL/
CIN2-3 и диференциална диагноза с LSIL/CIN1, незряла плоскоклетъчна метаплазия, 
атрофични/регенераторни епителни промени. За ИХХ-оценка се използват множе-
ство специлизирани диагностични китове.3, 6-9 Клинично валидиран и препоръчван 
от WHO/ASCO/CAP ИХХ-тест е CINtecp16 Histology.2, 12, 13 За молекулярно-генетично 
откриване на високорискови HPV-типове при цервикални лезии Американската Аген-
ция за храни и лекарства (FDA) има одобрени пет теста: Hybrid Capture 2 HPV, Cervista 
HPV HR, Cervista HPV 16/18, Cobas 4800 HPV и Aptima HPV. Понастоящем всички на-
лични фармакодиагностични платформи за доказване на HPV-позитивност подлежат 
на стандартизиране и уеднаквяване на диагностичната оценка.9, 12, 14

Доказателства за предиктивно значение. HPV-асоцииация на цервикални неоплазии 
не е включена в рутинните терапевтични схеми, базиращи се основно на хистморфо-
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логична оценка. Основните терапевтични процедури са хирургични, самостоятелно 
или в комбинация с химиолъчелечение, което осигурява петодишна преживяемост 
в 66-79% при ЦК.15 Cisplatin-базирана първа линия постига относително добър кон-
трол на болеста.16,17 Втора линия химиотерапия е с нисък клиничен ефект.16 За периода 
1998-2015 г. са проведени над 20 фаза II клинични проучвания на Gynecologic Oncology 
Group (GOG) при пациенти с рецидивирал/метастатичен ЦК, вкл. приложение на 
молекулярно татаргетиращи малки молекули като pazopanib, lapatinib, cetuximab, 
sunitinib и bevacizumab.17-20 Въз основа на резултатите от GOG 227C със средна пре-
живяемост 73 месеца и обща прежимяемост (ОП) – 1 година в 30% от кохортата FDA 
одобрява bevacizumab при комбинирано лечение на авансирал ЦК.21

Текущи проучвания са насочени за търсене на молекулярно-биологични таргети, 
свързани с HPV-онкогенетичните промени. Първите опити са свързани с имуноте-
рапия за стимулиране на Т-клетъчния ендогенен имунен отговор срещу HPV E6- и 

E7-антигени. S Stevanovic et al. при ЦК в метастатичен стадий доказват почти пълна 
туморна регресия чрез инфузии на in vivo стимулирана Т-лимфоцитна пролиферация 
върху индивидуална за пациента туморн тъкан.22 През март 2017 г. са публикувани 
резултатите от фаза II проучване на GOG/NRG 0265 за приложение на axalimogene 
filolisbac (AXAL), самостоятелно или като втора линия след лечение, включващо 
cisplatin, bevacizumabи локална пелвична радиотерапия. По правило AXAL-имуноте-
рапията се базира на биоинжинерено модифицирани бактерии Listeria monocytogenes 
със способност за секреция на HPV-16 E7-протеин, съединяващ се със стволовия 
фрагмент на hemolysin listeriolysin O. Имунотерапевтично повлиява HPV-трансфор-
мирани клетки като индуцира Т-клетъчна имунореактивност и прекъсване на ту-
морния имунен толеранс. Позитивните резултати от самостоятелно приложение на 
AXAL при 63 пациента са статистически значими (p = 0.02) при ОП от 6.2 месеца и 
12-месечна преживяемост в 38%.23

B Специализирани изследвания за доказване на HPV-антигени/онкогени при преканцерози и карцином на маточна шийка се препоръчва в рамките на кли-
нични проучвания за таргетно имунолечение.

C

�� Имунохистохимично изследване на p16-експресия върху биопсични тъканни материали се препоръчва за оценка и диференциална диагноза между 
нискостепенни интраепителни лезии (LSIL/CIN1) и прекацерози (HSIL/CIN2-3).

�� Имунохистохимично изследване на p16-експресия се препоръчва за разпознаване на високостепенни интраепителни лезии (HSIL/CIN2-3) спрямо 
незряла плоскоклетъчна метаплазия, репаративни или атрофични епителни промени. 

�� При избрани рискови пациенти HPV-инфекция може да бъде доказана чрез молекулярногенетичен (PCR) или молекулярно-патологичен in situ 
хибридизационен анализ (ISH).
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1.13.2. HIV-статус и CD4+ клетъчен брой
Веселина Колева, Яна Бочева

Молекулярна биология. Цервикалният арцином (ЦК) е водеща причина за смърт от 
онкологична болест сред 20 милиона жени в света, заразени с HIV.1 Много проучвания 
показват по-висока честота на цервикална интраепителна неоплазия (CIN) сред HIV-
позитивни спрямо HIV-негативни жени – 19% срещу 5% според поучване HER и 38.3% 
срещу 16.2% според Women’s Interagency HIV Study Group (WIHS).2, 3 Случайно открита 
CIN също е много по-честа сред HIV-позитивни. Освен нисък CD4+ клетъчен брой, 
също и висок вирусен товар (повече от 100 000 копия/mL) се свързва с повишен риск 
от развитие на ЦК.

Аналитични методи за изследване. Методологичните секции в различните публи-
кации, третиращи използване на резултати от определяне на CD4-клетъчен брой, ви-
зират най-често пет различни техники: TruCOUNT, Dual Platform, FACSCount, Easy 
CD4 и CyFlow. Към момента BD FACSCountсе определя като референтна аналитична 
техника.

Доказателства за предиктивно значение. В проучване, проведено в Ню Йорк, случаи 
на CIN при HIV-позитивни са 8.3/100 жени за една година срещу 1.8/100 жени при 
HIV-негативни.4 При проследяване на пациентки WIHS докладват наличие на поне 
една патологична цитонамазка при 73% от HIV-позитивни пациентки спрямо 42.3% 
при HIV-отрицателни жени, като откриването на нови високостепенни интраепител-
ни плоскоклетъчни лезии (H-IESL) е еднакво и при двете групи.5 Основни фактори, 
свързвани с CIN-находка, са наличие на HIV- или HPV-инфекция, нисък брой на CD4+ 

клетки и висок вирусен товар за HIV-РНК. Друго проучване от 2010 г., проведено в 
Южна Африка, показва, че HIV-позитивни жени с нисък брой на CD4+ Т-лимфоцити 
по-често имат патологична цитонамазка. От включените и проследени за 24 месеца 
2325 жени по време на първоначален скрининг 38% имат преканцерозна лезия. Сред-
ният брой CD4+ клетки при жени с преканцерозна лезия е статистически значимо 
по-нисък спрямо тези с нормална цитонамазка: 254 клетки/mm3 спрямо 351 клетки/
mm3 (p < 0.0001). Авторите правят заключението, че всяко увеличение в броя на CD4+ 
клетки с 100/mm3 води до намаляване на риска за поява на нискостепенна лезия с 13%, 
а на високостепенна лезия – с 18%.6 В проучване, проведено в Нигерия, с включени 369 
жени, инфектирани с HIV, в 68.3% от случаите се установява патологична цитологична 
находка. Броят на CD4+ клетки е сигнификатно по-нисък сред пациентки с доказана 
дисплазия на маточна шийка спрямо тези с нормална находка (142 срещу 170 клетки/
mm3; p = 0.04), а HIV-РНК-вирусният товар е значимо по-висок (101781 срещу 77497 
копия/mL; p = 0.002).7 Основни рискови фактори, свързани с рецидив след лечение на 
ЦК при HIV-позитивни пациентки, са тежест на имуносупресия, оценена според брой 
на CD4+ лимфоцити, и наличие на остатъчна болест. Установено е, че CIN също може 
да рецидивира при HIV-позитивни жени, дори в случаи без наличие на резидуална 
болест.8 Проучване от 2011 г. показва, че HIV-инфектирани пациентки с нисък брой 
CD4+ имат по-голяма вероятност за прогресия: при CD4+ < 200 клетки /mm3 рискът 
от прогресия е два пъти по-висок в сравнение с пациентки с CD4+ > 500 клетки/mm3 

(p < 0.0001). Антиретровирусна терапия намалява риска от прогресия с 28% (p < 0.05).6 

Нисък брой на CD4+ лимфоцити при жени с HIV-инфекция се свързва и с по-висо-
ка честота на неуспешно лечение на CIN. Проучване показва, че при жени с CD4+ < 
200 клетки/mm3 е наблюдаван неуспех в лечението на CIN в 71% от случаите, докато 
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при CD4+ между 201 и 500 клетки/mm3 този дял е 57%, а при CD4+ > 500 клетки/mm3 

е 20%. Заключението е, че жени с CD4+ < 200 клетки/mm3 имат 2.93 пъти по-голям 
риск от неуспех в терапията спрямо тези с CD4+ > 500 клетки/mm3 (95 CI 1.06-8.11).9 

Наличието на съпътстваща HIV-инфекция при ЦК има сигнификантно значение и за 
преживяемостта. В едно проучване1, 10 са включени 348 жени, от които 231 (66.4%) са 
HIV-позитивни. При 81.8% от инфектираните с HIV пациентки е провеждана анти-
ретровирусна терапия преди откриване на ЦК и средният брой CD4+ клетки е 397/
mm3. След проследяване средно от 19.7 месеца 50.7% от жените с HIV и 41.7% от тези 
без HIV-инфекция са починали. Тригодишната преживяемост на пациентки с HIV е 
изчислена на 35% (95%CI 27-44%), а в групата без HIV – на 48% (95%CI 35-60%). Резул-
татите показват, че наличието на HIV-инфекция достоверно увеличава риска от смърт 
при всички пациентки с ЦК 1.95 пъти (95%CI 1.20-3.17), а в подгрупата с лечима болест 
– 2.63 пъти (95%CI 1.05-6.55). Влиянието на HIV-инфекция върху преживяемостта е 
по-силно в случаи на по-ранен стадий на болестта, при жени, лекувани дефинитивно, 
и при тези с по-нисък брой CD4+ лимфоцити. Напредналият стадий и неправилното 
или непълно лечение допринасят за по-висока смъртност при HIV-позитивните паци-
ентки. В обзор на Ntekim et al.11 авторите показват данни, че въпреки по-ранна изява 
на ЦК с около една декада при инфектирани с HIV (40 срещу 52 години), не се наблю-
дава разлика в хистологичния тип и в стадия на болестта в момента на откриването 
му. Данни от мултикохортно проспективно проучване в Северна Америка за връзка 
на HIV-инфекция, имуносупресия и честотата на инвазивен ЦК показват по-висока 

честата на карцином при HIV-позитивни пациентки, без разлика в честота по възраст. 
Проучването документира по-висок риск от заболяване при по-нисък CD4+ клетъчен 
брой, визирайки прагова стойност от 350 клетки/mm3. Дори и при пациентки с CD4+ 
клетъчен брой над 350 клетки/mm3 заболеваемостта остава два пъти по-висока от тази 
в контролната HIV-негативна кохорта. Независимо от това, тези резултати маркират 
препоръка за поддържане на по-високи нива на CD4+ с цел намаляване на заболевае-
мостта от ЦК в разглежданата група. При пациентки на антиретровирусна терапия се 
отчита намаление на CD4+ клетъчния брой непосредствено преди диагностициране, 
което липсва при пациентките без КМШ. Значително по-слаба е статистическата зави-
симост по отношение на вирусния товар.12

Засега няма стандартни препоръки за поведение при HIV-позитивни пациентки с ЦК. 
Поведението при тази група е както при HIV-отрицателни пациентки. След публику-
ване на резултатите от проучване START13 през 2015 г. WHO, Европейската асоциация 
по СПИН, Европейското клинично дружество по СПИН (EACS) и редица национални 
организации препоръчват включване на високо активна антиретровирусна терапия 
(HAART) веднага след установяване на позитивен HIV-статус, независимо от броя 
на CD4+ клетките. Проучването показа, че ранeн старт на антиретровирусна терапия 
води до намаляване на риска от не-СПИН свързани сериозни болести и смърт с 57%. 
Освен това показва предимство по отношение на ефективност на лечение, токсичност 
и контрол на болестта при HIV-позитивни пациентки.
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B

�� При HIV-позитивни пациентки се препоръчва поддържане на нива на CD4+ Т-лимфоцити > 500 клетки/mm3 с цел намаляване на заболеваемостта от 
карцином на маточна шийка.

�� Едновременно с антитуморно лечение при HIV-позитивен карцином на маточна шийка се препоръчва високо активна антиретровирусна терапия 
(HAART), независимо от броя CD4+ клетки, с цел по-ниска токсичност, по-добър терапевтичен ефект и по-добра преживяемост.

�� Като прогностичен маркер за висок риск от неуспех на терапия, рецидив или прогресия на карцином на маточна шийка се препоръчва прагова стойност 
(cut-off) на CD4+ < 200 клетки/mm3.

�� При HIV-позитивни пациентки с цервикална интраепителна неоплазия (CIN) се препоръчва своевременно започване на лечение с цел по-голям шанс 
за успех.

�� Препоръчва се поддържане на оптимална вирусна супресия (неоткриваем HIV-РНК-вирусен товар) при HIV-позитивни пациентки с карцином на 
маточна шийка за по-добър ефект от лечение и за намаляване на риска от рецидив, остатъчна болест или лечебна токсичност.

�� При HIV-позитивни жени е желателно да се провежда редовен скрининг за карцином на маточна шийка.

�� Броят на CD4+ клетки е с много променливи стойности. Времето на деня, умората и стресът могат да окажат влияние на резултатите от 
изследването. Най-добре е пробата за брой на CD4+ клетки да се взема по едно и също време на деня и в една и съща лаборатория, която участва в 
система за външен качествен контрол.

�� Инфекции и ваксинации също оказват силно влияние върху броя на CD4+ клетките. Не е желателно да се изследва брой на CD4 + клетки поне няколко 
седмици след интеркурентна инфекция или ваксина.
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1.14. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ КАРЦИНОМ НА ВУЛВА
1.14.1. p16-експресия

Светлана Христова

Молекулярна биология. Човешките папиломавируси (HPV) са ДНК-вируси от гру-
пата на Papillomaviridae. Геномът на HPV е изграден от малка двойноверижна ДНК-
кодираща вирусна реапликация на шест ранни секвенции (E1, E2, E4, E5, E6 и E7) и два 
късни протеина (L1 и L2). По правило E1-и E2-протеините са отговорни за вирусната 
инокулация и репродукция. Главно E2 регулира експресия на E6 и E7, а E4/E5 подпома-
гат вирусната стабилност и растеж. Протеини L1 и L2 формират малки или големи кап-
сидни варианти. Въз основа на тяхната ДНК-секвенция типовете на HPV се класифи-
цират като alpha, beta, gamma, delta и mu, а според онкогенния потенциал – на високо/
ниско рискови. Вирусът атакува базални клетки, с което си осигурява размножаване и 
реапликация.1-3 Взаимодействието на HPV с таргетни епителни клетки се опосредства 
чрез мембранни рецептори като хепарин-сулфат протеогликани и α-6-интегрини.4, 5

Честотата на HPV-асоциирани неоплазии на долен женски генитален тракт се опреде-
ля на 100% при маточна шийка, около 43% при вулва и около 70% за вагинални тумори 
при годишна заболеваемост от 530000 случая за цервикален карцином и 21000 за кар-
цином на вулва и влагалище.6 Подобно на други локализации, честотата на HPV-асо-
циирани вулварни карциноми се увеличава, особено у млади жени. Системен анализ 
определя 3.3% прогресия на вулварна интраепителна неоплазия (VIN).7

Патоморфологичните и молекулярно-патологични белези при преканцерози (VIN) и 
плоскоклетъчен карцином на вулва (ПКВ) са с еднаква характеристика с находките 

в други анатомични локализации от аногениталната област при налична високорис-
кова HPV-инфекция (виж Раздели 1.11.1 и 11.13.1). Вирус-асоциираната прекурсорна 
вулварна лезия condylomata acuminata се дължи на HPV-6 или HPV-11, докато т.нар. 
bowenoid papulosis е свързана с HPV-16 субтип.8

Аналитични методи за изследване. Биопсичното изследване е основен метод за разпоз-
наване на реактивни епителни промени спрямо HPV-медиирана вулварна интраепителна 
неоплазия (VIN1-3) и е в пряка зависимост от диагностичния опит.6, 8 Като допълнителен 
помощен метод може да се използва имунохистохимично (ИХХ) определяне на нива на 
p16-епителна експресия за потвърждаване на високорискова HPV-свързана VIN. Налична 
ИХХ-позитивност, доказана чрез p16INK4a-антитяло, верифицира HPV p16-онкопротеин 
и спомага за отдиференциране на нискостепенни от високостепенни плоскоклетъчни ин-
траепителни лезии (VIN2-3), давайки сигурност в индивидуалната морфологична диагно-
за и прогноза. Поради висока чувствителност на p16-ИХХ за откриване на преканцерозни 
лезии методът е препоръчителен при идентификация на малки или неясни интраепител-
ни клетъчни промени, микроскопски подозрителни за VIN2-3 върху биопсични матери-
али.9-11 Като позитивна p16INK4a ИХХ-експресия се приема силна по интензитет ядрена 
или ядрена плюс цитоплазмена оцветка, локализирана в до една трета от епителния слой 
в суспектни или подозрителни участъци (при предварителна микроскопска оценка върху 
хистологични срезове, оцветени по H&E). Всички p16 ИХХ-позитивни огнища в епитела 
подлежат на последваща контролна хистологична преоценка според морфологичните 
критерии за високостепенна лезия.12, 13 Като допълнителни ИХХ-маркери за определяне 
на VIN може да се използват Ki-67 (MIB1) и p53. Молекулярно-генетично определяне на 
HPV-субтип и онкогени е с по-висока специфичност, приема се като основен метод, но не 
намира приложение в ежедневната диагностична практика.10, 11 
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Доказателства за предиктивно значение. В клиничната практикасе използват мно-
жество противовирусни лекарствени форми и методи с обща терапевтична ефектив-
ност от 50-60% при VIN2-3: imiquimod като модификатор на имунния отговор, cidofovir 
за инхибиране на вирусна репликация и активиране на апоптоза, фотодинамична те-
рапия с ефект за директна туморна деструкция и стимулиране на възпалителена анти-

туморна имунна инфилтрация. Във фаза на предклинични изпитвания са възможности 
за нови лекарствени форми от типа на малки молекули с таргети ДНК-свързани акти-
вирани HPV E1/E2 или антиапоптозни E6/E7 вирусни онкогени. В начални клинични 
проучвания е приложение на протеазомни и хистонови деацетилазни инхибитори за 
активиране на апоптоза при HPV-позитивни туморни клетки.14-16

C

�� Доказване на HPV 16/18-онкогени при прекурсорни, морфологично доказани епителни промени се препоръчва при избор на адювантна антивирусна 
терапия и/или анти-HPV-ваксина.

�� Имунохистохимично тестване за експресия на p16INK4a-онкопротеин се препоръчва като допълнителен метод при морфологична верификация на 
HPV-асоциирани вулварни епителни промени и преканцерози. 

�� При избрани рискови пациенти (p16INK4a-негативни) HPV-инфекция може да бъде доказана чрез молекулярно-генетичен (PCR) или молекулярно-
патологичен in situ хибридизационен анализ.

�� При сигурна хистологична оценка за нискостепенна интраепителна лезия (VIN1) не се изисква последваща имунохистохимична верификация за p16-
експресия. 

�� Имунохистохимично изследване на p16INK4a има стойност при диагностика на високостепенни интраепителни лезии/преканцерози (VIN2-3) и би 
трябвало да се използва при несъответствие в професионалната хистологична интерпретация на нискостепенни/високостепенни интраепителни 
вулварни неоплазии.

�� Понастоящем в България не е прието задължителено рутинно или скрингово тестване за откриване на HPV-позитивни преканцерози и карцином 
на вулва.
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1.15. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ КАРЦИНОМ НА 
ПИКОЧЕН МЕХУР

1.15.1. PD-L1-експресия
Светлана Христова, Милчо Минчев

Молекулярна биология. Системни проучвания в областта на локалната интратумор-
на имунна защита определят водещата роля на специфични рецептори, локализирани 
върху мембраните на имунокомпетентни клетки: CTLA-4 (цитотоксичен T-лимфоцит-
свързан протеин 4, CD152) и PD-1/PD-L1 (протеин на програмирана смърт 1, CD279/
лиганд на програмирана смърт 1, CD274). По правило PD-1 е 40kDa, тип 1 трансмем-
бранен рецептор, свързващ PD-L1-и PD-L2-лигандипри активирани Т- и B-лимфо-
цити, NK-клетки, моноцити, макрофаги, дендритни клетки и др. Функционално PD-
L1 има водещо значение за лимфоцитна стимулация и е подчинен на регулаторните 
функции на тумор-некротичен фактор алфа (TNFα) и гама-интерферон (IFNγ). Може 
PD-1/PD-L1-2 да се експресира и по повърхността на туморни клетки, което води до 
инактивация на Т-клетъчно медиирания противотуморен имунен отговор, свързано 
със супресия на T-лимфоцитна миграция, пролиферация и секреция на цитотоксични 
медиатори.1-4 При уротелен карцином на пикочния мехур (УК) високи нива на PD-L1 
корелират с ниска степен на диференциация, по-чести постоперативни рецидиви и 
неблагоприятна прогноза. Неговата експресия има самостоятелно значение, незави-
симо от pT-стадия и нива на инвазивност в мускулния слой. По правило се наблюдава 
в напреднали клинични и патоморфологични стадии: при около 7% от тумори в рТа, 
при 16% в рТ1, при 23% в рТ2 и при 0% при рТ3/4.5, 6 Туморната PD-L1-експресия е 
асоциирана с повишена резистентност към BCG-терапия поради локална инактивация 
на имунната система.7, 8

Аналитични методи за изследване. Имунохистохимично (ИХХ) определяне нивата на 
PD-L1 при УК все още не е напълно стандартизирано. В част от клиникоморфологични 
проучвания се сравнява ИХХ-интензивност на реакцията спрямо процент PD-L1-по-
зитивни туморни клетки, в други се калкулира и паралелна позитивност на рецептора 
в интратуморно локализирани имунокомпетентни клетки (т.нар. стромна реакция). 
По правило ИХХ-изследване се извършва върху замразена или включена в парафин 
туморна тъкан. Оценка и определяне на процент позитивни клетки с препоръка за 
лечение е различна според диагностичните платформи за терапевтично прилижение 
на отделни таргетни имунотерапевтични лекарствени форми.9-12 Праговите стойности, 
приемани за позитивност, варират от ˃ 1/5% или ˃ 10/12% клетки в изследван туморен 
обем.12 Сравнително проучване на J. Bellmuntet al., основано на ИХХ-верификация с 
моноклонални анти-PD-L1-антитела върху биопсии от 160 пациента с УК, показва, че 
туморна PD-L1-позитивност ≤ 5% няма предиктивност за общата преживяемост (ОП), 
за разлика от PD-L1-експресия върху тумор-инфилтриращи мононуклеарни клетки, 
определяща викостепенна корелация с удължена ОП при метастатичен стадий.13, 14

Доказателства за предиктивно значение. Стандартната cisplatin-базирана химиоте-
рапия при пациенти с УК в метастатичен стадий осигурява средна преживяемост от 
9 до 15 месеца.15, 16 През последните 10 години нови терапевтични подходи са обект 
на клинични изследвания, вкл. PD-1/PD-L1-инхибитори. Въз основа на фаза II мул-
тицентрично проучване IMvigor210 (NCT02108652), проведено върху 310 пациента с 
иноперабилен, локално авансирал или метастатичен УК, първият клинично изпитан 
и одобрен от Американската Агенция за храни и лекарства (FDA) през май 2017 г. за 
втора линия лечение PD-L1 инхибитор е аtezolizumab – моноклонално антитяло, ин-
хибиращо PD-L1-протеин, експресиращ се в туморната популация, което осигурява 
активация на Т-лимфоцитния противотуморен отговор.17, 18 Като диагностична плат-
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форма се използва паралелна ИХХ-оценка на PD-L1-позитивност върху неопластич-
ните и тумор-инфилтриращи имунокомпетентни клетки. При средно проследяване от 
17.5 месеца анализът на резултатите показва стабилен терапевтичен отговор в 16% от 
всички пациенти и 28% от тези с PD-L1 експресия, налична в ≥ 5% от имунните клет-
ки. Предстои рандомизирана фаза III на проучването (IMvigor211) за прилижение на 
аtezolizumab при начално адювантно лечение на клинично авансирал УК.18,19

Във фаза на клинични проучвания са и много други лекарствени форми, приложими 
за анти-PD-L1 туморна инхибиция и имунотерапия при локализиран и/или клинич-

но авансирал УК на пикочен мехур: pembrolizumab, nivolumab, durvalumab, аvelumab 
(Табл. 1). През май 2017 г. за клинично прилижение от FDA са одобрени: аvelumab и 
durvalumab при прогресия след платина-базирана терапия; pembrolizumab за първа 
и втора линия лечение на авансирал и метастатичен УК (Keynote-045 и Keynote-052) 
при доказана висока средна преживяемост от 10.3 месеца, сравнено с химиотерапия 
– 7.4 месеца. Диагностичната платформа и оценка на ефекта са базирани на комби-
ниран сбор ≥ 10% позитивни туморни и инфилтриращи имунни клетки. Изследва-
нето е ИХХ с PD-L1 22C3 pharm Dx assay върху дебелоиглени ексцизионни биопсии 
или резектати.20-28

B
�� При метастатичен или нерезектабилен локално авансирал уротелен карцином на пикочен мехур сe препоръчва имунохистохимична оценка на PD-L1-
експресия с цел селектиране на пациенти с добър отговор на първа или втора (след платина-базирана химиотерапия) линия имунотерапия с atezolizumab.

�� За имунохистохимична оценка на PD-L1-експресия при уротелен карцином се препоръчва използване на индивидуални фармакодиагностични китове и 
антитела според изисквания на диагностичните платформи при таргетно лечение.   

C
При нерезектабилен локално авансирал или метастатичен уротелен карцином на пикочен мехур сe препоръчва имунохистохимична оценка на PD-L1-
експресия с цел селектиране на пациенти след платина-базирана химиотерапия за имунотерапия с pembrolizumab, аvelumab и durvalumab в рамките на 
клинични проучвания.

�� Имунохистохимичната оценка на PD-L1-туморна експресия при уротелен карцином на пикочен мехур е  диагностичен метод за определяне на 
терапия с имунни чекпоинт-инхибитори, използван предимно в клинични проучвания.

�� Понастоящем липсва общоприет стандарт за рутинна имунохистохимична оценка на PD-L1-туморна експресия при уротелен карцином на пикочен мехур.
�� Имунохистохимичната оценка и позитивност на PD-L1-туморна експресия при уротелен карцином на пикочен мехур трябва да се извършва според 
изискванията на диагностичните платформи при избор на таргетен лекарствен препарат в рамките на съответно клинично проучване.



195

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · Том I – СОЛИДНИ ТУМОРИ	 НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
Таблица 1. Резултати от текущи клиникоморфологични проучвания за лечение на  пациенти с уротелен карцином на пикочeн мехур с анти PD-1/PD-L1-инхибитори.20-27

Терапевтичен агент Клинично проучване/фаза Популация/брой изследвани пациенти Терапевтичен отговор според PD-L1-експресия

Nivolumab CheckMate032/037 фаза I-II след ≥ 1 курс платина-базирано лечение/78 24% при PD-L1 P1% 26% при PD-L1 ˂ P1% 

Pembrolizumab Keynote-045 фаза III Втора линия за лечение/542 пациента 21.5%

Durvalumab Фаза I-II иноперабилен/метастатичен 61 пациенти в 31% от 46% пациенти с PD-L1 експресия

Avelumab Javelin фаза Ib при солидни тумори метастатичен уротелен карцином 129 пациенти в над 17% от 50% тумори с  PD-L1 експресия
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1.16. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ПРОСТАТЕН КАРЦИНОМ
1.16.1. Серумна PSA-стойност

Яна Бочева, Веселина Колева

Молекулярна биология. Простатноспецифичният антиген (PSA) е есенциален компо-
нент на семенната течност с молекулна маса 33 kDa. Той е едноверижен гликопротеин, 
съставен от 240 аминокиселини и има активност на серинова протеаза. Синтезата му 
се кодира от KLK3-ген, разположен на 19-а хромозома. Синтезира се от епителните 
клетки на ацините и от дукталния епител на жлезата в дукталната система на прос-
татата. Функцията му е свързана с втечняване на семенния коагулум, което има от-
ношение към мъжкия фертилитет. В серум концентрацията му е ниска, повишава се 
при разрушаване на структурата на жлезата, дори и при микролезии. В серум PSA се 
свързва с алфа-2-макроглобулин и с алфа-1-антихимотрипсин, с които формира ста-
билни комплекси. Около 86% от циркулиращия PSA е под форма на стабилен PSA-ал-
фа-1-антихимотрипсин, малка порция от антигена е свързана с алфа-2-макроглобулин 
и останалото е свободен PSA.1

Аналитични методи за изследване. Методологичните секции в различните публикации, 
третиращи резултати от определяне на PSA, посочват като рутинно използвани индирект-
ните хомогенни имуноанализи, като CLIA, ECLIA и CMIA. Въвеждането от WHO на ут-
върден стандарт за калибриране на тестовете за PSA води до по-ниски стойности и поста-
вя въпроса необходимо ли е да се променят препоръките за биопсия и за оценка на риска.

Доказателства за предиктивно значение. В контекста на серумна концентрация на 
PSA като предиктивен биомаркер при простатен карцином (ПК) понятието биохими-

чен рецидив се дефинира в клиничната практика като повишение на показателя след 
радикална простатектомия или лъчелечение като самодостатъчно за рецидив или про-
гресия на болестта. Въпреки техническото усъвършенстване на тези лечебни проце-
дури, данните сочат PSA-рецидиви между 27% и 53%.2 Коментирайки биохимичният 
рецидив, конкретните му цифрови стойности за PSA се различават съществено при 
пациенти, при които е проведено лечение с радикална простатектомия, и при прове-
дено лъчелечение. Рискът за смърт от ПК при двете групи с биохимичен рецидив е 
различен. При преминали радикална простатектомия нивото на PSA, което дефини-
ра биохимичен рецидив, е > 0.2 ng/mL и покачващи се стойности.3 За прецизиране на 
групата, лекувани с радикална простатектомия, където таргетната стойност за био-
химичен рецидив е ниска и касае малък интервал от стойности (от недетектабилна 
до 0.2 ng/mL), е нужно разделянето им в три основни групи: (i) пациенти, при които 
серумното ниво на маркера не достига недетектабилни стойности след радикална про-
статектомия – персистираща болест; (ii) пациенти, които достигат недетектабилни 
стойности след радикална простатектомия, но при проследяване са отчетени пови-
шаващи се нива на туморния маркер при две или повече последователни лабораторни 
измервания – рекурентна болест; (iii) пациенти (в действителност единични случаи), 
при които персистират ниски стойности на туморния маркер заради забавен PSA-ме-
таболизъм или налична бенигнена простатна тъкан. На практика липсва консенсусно 
становище за количествения цифров израз на понятието недетектабилни стойности 
на PSA. Те са категорично методологично зависими и по тази причина проследяването 
следва да става в една и съща клинична лаборатория, работеща според стандартите на 
добър вътрешен и външен лабораторен контрол. Това особено важи в случаи, когато 
при проследяване се изчисляват PSA-производни показатели като PSA-динамика и 
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време за удвояване на PSA. Третата горе дефинирана група не изисква по-нататъш-
но уточняване до детектиране на повишени стойности на PSA. Първа и втора групи 
изискват търсене на далечни метастази, т.е. на практика рестадиране на пациента. 
Специфичните рестадиращи изследвания зависят от клиничните особености на паци-
ента. Според Pound et al. след радикална простатектомия само 34% от пациентите с 
биохимичен рецидив прогресират клинично.4 Други автори публикува подобни данни 
от наблюдение на 2400 пациенти, като само 22.9% от тези с биохимичен рецидив след 
радикална простатектомия реализират клиничен рецидив, а само 5.8% умират от КП.5

Няколко проучвания правят опит да идентифицират рискови фактори за метастази при 
пациенти със самостоятелен PSA-рецидив след радикална простатектомия. Високори-
сковият профил в тази група са пациенти с период на удвояване на PSA < 3 месеца, ин-
вазия на семеннимехурчена (pT3b), оценка по Gleason 8-10 и време до PSA-рецидив < 3 
години. Групата с нисък риск за истински клиничен рецидив се характеризира с период 
на удвояване на PSA > 12 месеца, pT3a, оценка по Gleason под 7 и време до PSA-рецидив 
> 3 години.6, 7 На практика повечето с висок риск се презентират с микрометастази или 
явен локален рецидив, докато тези от нискорискова субгрупа – с бавно прогресиращ 
локален рецидив. И в двата случая в съображение влиза спасително лъчелечение ± ан-
дрогенна блокада.2, 8 Във високорисковата субгрупа провеждането на спасителна терапия 
следва да се включи максимално рано и агресивно (още при PSA < 0.5 ng/ml), докато в 
нискорисковата група и наблюдението е опция. И в двата случая при обсъждане за и про-
тив спасителна терапия в съображение влизат възраст и период на очакван остатъчен 
живот, както и фактът, че повечето пациенти в нискорисковата група имат много добра 
прогноза и без включване на терапия. Стартиране на навременна спасителна терапия 
във високорискова група увеличава трикратно преживяемостта, но ефектът не се дос-

тига при пациенти, при които се отчита период на удвояване на PSA < 6 месеца, както и 
болни, отложили терапия с повече от две години след биохимичен рецидив.9

Според RTOG-ASTRO Phoenix Consensus Conference за гранична стойност (cut off) за 
биохимичен рецидив при пациенти с проведено първично (дефинитивно) лъчелечение 
(със или без хормонолечение) се определя всяко повишение на стойността на PSA с 
повече от 2 ng/ml над индивидуалния PSA-надир, независимо от неговата стойност.10 И 
в тази група се очертават две прогностични субгрупи за развитие на далечни метастази 
и смъртност. Високорисковата подупа се характеризира с период на удвояване на PSA 
< 3 месеца, клиничен стадий сT3b-Т4, оценка по Gleason 8-10, време до PS-рецидив 
< 3 години. Нискорисковата подрупа се определя с период на удвояване на PSA > 15 
месеца, клиничен стадий < сT3a, оценка по Gleason под 7 и време до PSA-рецидив > 
3 години.7, 9 И в тази подгрупа изборът на последваща спасителна терапия – радикал-
на простатектомия, спасителна криохирургия, брахитерапия или високоинтензивен 
фокусиран ултразвук (HIFU) – се обсъждат според онкологичния рисков профил на 
пациента, неговите очаквания за остатъчен период на живот и качество на живот.2, 8

Започване на втора линия лечение след биохимичен рецидив без доказани далечни 
метастази или локален рецив, т.е. при изолиран PSA-рецидив, е спорно, но се обсъжда 
в ръководствата на европейските и американските експертни бордове. При PSA-ре-
цидив след радикална простатектомия терапевтичните опции са лъчелечение на про-
статно ложе, пълна андрогенна блокада, непълна андрогенна блокада или наблюдение. 
При PSA-рецидив след дефинитивно лъчелечение опциите са идентични с по-горе оп-
исаните, с изключение на повторно перкутанно лъчелечение. Спасително лъчелечение, 
крио- и брахитерапия са в съображение при внимателен подбор на пациенти.2
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Множество проучвания използват PSA като маркер за отговор на терапия при кас-
трация-рефрактерен простатен карцином (КРПК), въпреки че към настоящия момент 
няма категорични данни за значение на степента или продължителността на снижение 
на PSA. Данни от проучвания на отговор към терапия с ваксини показва сигнификант-
но подобрение на преживяемостта без промяна в серумни нива на PSA, което го прави 
неподходящ маркер за мониториране на терапия с нехормонални нецитотоксични ле-
карства. От друга страна, има данни за отчетена корелация между подобрена прежи-
вяемост при снижение на PSA с повече от 30%. В друго проучване се отчита сигнифи-
кантна разлика в преживемостта на болни, нормализирали PSA < 4 ng/ml – 33 месеца 
срещу 15.8 месеца при група с абнормни стойности.2 Като цяло, даните за използване 
на PSA при мониториране на този тип лечение са противоречиви и няма категорична 
препоръка за използването му.2, 8

Разнопосочни са данните за PSA-предикция при КРКП. Дефиницията за прогресия 
при КРПК според Европейска урологична асоциация (EAU) включва серумен тестосте-
рон < 1.7 nmol/L, съвместно с биохимична (PSA > 2 ng/mL или три последователно из-

мерени стойности, надвишаващи с 50% надира на стойността на PSA за пациента) или 
радиологична прогресия. Безспорно е, че честият контрол на PSA след терапия ще до-
веде до по-ранно откриване на прогресия, но към момента няма проучвания, които да 
доказват ползи от незабавно започване на лечение при повишаващи се нива на PSA при 
пациенти без клинични и образни данни за метастази.11 Консенсус на PCa Radiographic 
Assessments for Detection of Advanced Recurrence (RADAR) group препоръчва костна 
сцинтинтиграфия при достигане на PSA > 2 ng/mL и ако резултатът е негативен, да се 
повтори при достигане на PSA > 5 ng/l, както и при всяко удвояване на маркера при 
асимптоматични пациенти. Маркерът следва да се тества на всеки 3 месеца.2, 12 Много 
настоящи проучвания третират PSA като маркер за отговор на терапия, въпреки че 
към момента липсва общоприета препоръка за степен и продължителност на сниже-
ние, което да се приеме за значимо. Счита се, че > 30% снижение на маркера след ле-
чение е предиктор за сигнификантно по-добра прогноза за преживяемост.2, 13 Добрият 
PSA-отговор (PSA < 4 ng/l) според проучването ТАХ327 повишава преживемостта до 
33 месеца срещу 15.8 месеца в групата с абнормни стойности.2, 14

B

�� Препоръчва се използване на PSA за дефиниране на рискови групи при поставяне на диагноза простатен карцином. 
�� Препоръчва се активното проследяване на простатен карцином да включва изследване на серумно ниво на PSA на всеки 6 месеца, ректално дигитално 
изследване на всеки 12 месеца и повторна простатна биопсия не по-рано от 12 месеца, освен ако не възникнат други клинични обстоятелства. 

�� При простатен карцином след дефинитивно лъчелечение се препоръчва изследване на серумно ниво на PSA на всеки 6-12 месеца през първите пет 
години и ежегодно след това.

�� При пациенти след радикална простатектомия препоръчително ниво на PSA, което дефинира биохимичен рецидив, е > 0.2 ng/ml и покачващи се 
стойности. 
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B �� След дефинитивно лъчелечение, със или без хормонотерапия, като прагова стойност за биохимичен рецидив се препоръчва всяко повишение на 
стойността на PSA с повече от 2 ng/ml над индивидуалния PSA-надир, независимо от неговата стойност.

C

�� Серумен PSA не се препоръчва като маркер за мониториране на терапия с нехормонални нецитотоксични лекарства (имунотерапия).
�� Не се препоръчва пациенти с неметастастичен кастрация-рефрактерен простатен карцином и биохимична прогресия да се лекуват извън клинично 
проучване.

�� Препоръчва се пациенти с кастрация-рефрактерен простатен карцином, лекувани с максимална андрогенна блокада, да преустановят лечението с 
антиандроген при запазване на LHRH-агонист при прогресия в PSA.

�� Стойностите на PSA се влияят от спецификата на лабораторните реактиви, методи и анализатори. 
�� Препоръчително е при изследване на PSA-динамика пациентът да използва една и съща лаборатория, работеща според стандартите на добър 
вътрешен и външен лабораторен контрол.
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1.16.2. Оценка по Gleason
Савелина Поповска

Патологични принципи. Системата за степенуване на простaтен карцином (ПК) по 
Gleason е общоприет начин за определяне на степен на диференциация на малигнения 
тумор и неговата прогноза.1-4 В исторически план тя се е наложила над други предлага-
ни системи за микроскопска оценка на степен на диференциация. Основени критерий е 
оценка на архитектурни модели на рутинно оцветяване, отчитащи форма, размери, раз-
положение на жлезни структури, инфилтрация в околни тъкни, оценявана в пет степени, 
без да се отчитат цитологични характеристики на туморните клетки.1-6 Крайната оценка 
се формира, като се определя т.нар. сбор/скор по Gleason, който варира от 2 (най-до-
бре диференциран) до 10 (недиференциран) и представлява сума от оценка на степен 
на преобладаващ (първичен, най-добре представен) хистологичен модел, плюс втори по 
честота архитектурен начин на строеж и растеж на туморни клетки.6 През 2014 г. Меж-
дународната асоциация по урологична патология (ISUP) модифицира системата за сте-
пенуване на ПК, което е прието от и Световна здравна организация (WHO).7, 8, 10 Това 
е съвременна валидирана  актуализация на степенуването, която прави по-точна стра-
тификация на пациенти и опростява различните комбинации от архитектурни модели.7

Аналитични методи за изследване. В оригиналната схема на Gleason архитектурният 
модел 1, където туморът е изграден от плътно разположени и еднакви по размер и форма 
жлези, оформящи добре отграничени нодули, без инфилтрация в околни структури, най-
вероятно описващ атипична аденоматозна хиперплазия, понастоящем не намира прак-
тическо приложение.8 Вторият архитектурен модел, при който се наблюдават вариации в 
неопластичните жлези и увеличено количество строма между тях, с неправилна форма на 

лезията в периферията, също се среща много рядко. Най-често срещан модел е Gleason 3, 
съставен от индивидуални неопластични структури с малки или вариабилни жлезисти 
формирования, които инфилтрират строма и съседни бенигнени жлези. Понастоящем 
крибриформени структури с неправилни контури и „гломерулоиден” вид се преценяват 
като 4-ти хистологичен модел, а не като 3-ти, както е при по стария вариант на градиране. 
Препоръките са за приемане на всички крибриформени формации за 4-ти модел, който е 
негативен прогностичен фактор, доказан в множество проучвания.8 Освен гореописани-
те, 4-ти модел включва слети и неправилни жлези, които не са самостоятелни ацинарни 
структури. В по-новата актуализация на системата структури с некрози от комедо-тип се 
преместват в 5-и архитектурен модел, който по принцип се представя със солиден архи-
тектурен строеж на неопластични клетки или повлекла от такива.9 Крибриформен и папи-
ларен дуктален карцином се преценяват като архитектурен 4-ти модел, дуктален аденокар-
цином с комедо-некрози – 5-и модел, а подобният на PIN дуктален карцином, изграден от 
дискретни жлезни формации, се преценява като 5-и модел. Модификациите на системата 
за градиране вземат предвид и площта на намерените модели по Gleason. При намиране 
на високостепенен модел той винаги се включва в скора, докато нискостепенeн модел под 
5% не се отразява. На иглена биопия, ако е наличен третичен високостепенен компонент, 
заемащ най-малкa площ, при формиране на скора той се отразява като вторичен.8 Ако тъ-
канните цилиндри при дебелоиглена биосия са изпратени в отделни контейнери или са 
маркирани по различен начин, се интерпретиран с отделна оценка по Gleason.8 

По правило оценка по Gleason 2-5 не трябва да се използва на иглена биопсия поради 
недобра възпроизводимост на интерпретацията между различни експерти и несъвпа-
дение с последващи материали от радикална простатектомия, което води до погрешно 
поведение и подвежда клиницистите.



203

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · Том I – СОЛИДНИ ТУМОРИ	 НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
Доказателства за предиктивно значение. За терапевтични нужди и на основата на 
метаанализ, включващ повече от 20  000 пациенти с ПК, лекувани с радикална про-
статектомия, се предлага групиране в пет групи, които имат различна прогностична 
стойност (Табл. 1).7 Това предлага по-добра клинична стратификация на пациентите, 
опростяване на множеството комбинации от различни архитектурни модели и се пре-
поръчва да се отбелязва успоредно с ISUP-модификацията от 2014 г.10 Значението на 
хистологичната оценка по Gleason е свързано предимно с определяне на индивидуална 
прогноза и терапевтичен подход. Оценката е определяща за предвиждане на метаста-
зи и летален край в комбинация с допълнителни клинични и патоморфологични про-
гностични фактори, вкл. биохимични нива на PSA, патологично стадиране. Оценката 
по Gleason е независим предиктивен морфологичен фактор при пациенти с проведена 
предоперативна или адювантна хормонална терапия.6 Редица проучвания установяват 
неблагоприятен предиктивен фактор за отговор към лъчелечение за недиференцирани 
модели като Gleason 5.11-15 Точната диагностика и степенуване на ПК са от критично 
значение за определяне на терапевтичните опции. 

Оценката по Gleason e важен компонент на т.нар. CAPRA-скор (Prostate Risk Assessment, 
UCSF-CAPRA), който е с предиктивно значение за предсказване на биохимичен ре-
цидив и смъртност след проведена простатектомия и лъчелечение.17 Консенсусът за 
степенуване на ПК, приет през 2005 г. и актуализиран от ISUP през 2014 г., подобрява 
системата за степенуване на неоплазмата, въпреки че остават някои ограничения по 
тяхното приложение в ежедневната практика.16

Ползата от стойността на Gleason-оценка при първоначална диагноза  (< 8 или ≥ 8) 
като предиктивен маркер за отговор към abiraterone acetate (AA) плюс prednisone при 
пациенти с метастатичен кастрация-рефрактерен простатен карцином е обект на ре-
троспективни проучвания при 2 000 пациента – COU-AA-301 (NCT00638690) и COU-
AA-302  (NCT00887198). Според резултати от проучванията оценката по Gleason по 
време на първоначалната диагноза не може да се използва за вземане на решение за 
терапия с abiraterone acetate поради факта, че метастатичната болест се различава по 
степен на диференциация от първоначалната лезия.18

A За степенуване на простатен карцином се препоръчва модифицираната система на Международна асоциация по урологична патология (ISUP) (приета от 
WHO). За терапевтични нужди се препоръчва формиране на прогностични групи според архитектурните модели и сбора по Gleason.

B Оценка по Gleason по време на първоначалната диагноза не може да се използва за вземане на решение за терапия с abiraterone acetate.

�� При оценка по Gleason на материал от иглена биопсия трябва да се вземат предвид спецификата на ограничената анализирана площ.
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Таблица 1. Прогностични групи и техните възможни архитектурни модели.7

Група и сбор по Gleason Възможен архитектурен модел

Група 1 (Gleason скор ≤ 6) Архитектурният модел се състои само от индивидуални добре оформени жлези

Група 2 (Gleason скор 3+4=7) Предимно добре формирани жлези и малък компонент на лошо формирани, сливащи се или крибриформени структури

Група 3 (Gleason скор 4+3=7) Предимно лошо формирани, слети или крибриформени туморни жлезисти структури с наличен малък компонент на добре 
оформени жлези.

Група 4 (Gleason сбор 8 (4+4; 3+5 или 5+3) Наблюдават се три възможни модела: (1) само недобре формирани, слети или крибриформени жлези  
(2) предимно добре оформени жлези с малък компонент от солидни структури (3) предимно без формиране на жлези и малък 
компонент от добре оформени жлези 

Група 5 (Gleason скор 9-10) Липса на оформени жлезисти структури или такива с некрози/със или без лошо оформени, слети или крибриформени жлези 
или недобре оформени, слети и крибриформени жлези

�� Идентифициран високостепенен модел в материал от иглена биосия задължително се включва в оценката, независимо от площта, докато 
нискостепен модел под 5% не се отразява.  

�� Ако е наличен третичен високостепенен компонент, при формиране на оценката той се отразява като вторичен.  
�� Ако тъканните цилиндри са изпратени в отделни контейнери или са маркирани по различен начин, се оценяват по Gleason поотделно. 
�� Оценка по Gleason 2-5 не трябва да се използва на материал от иглена биопсия поради опасност от погрешно последващо клинично поведение.
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1.16.3. ARv7-експресия
Драга Тончева

Молекулярна биология. Генът на андрогенния рецептор (AР) e локализиран върху 
хромозома Хq11-12. Aндроген-рецепторният протеин принадлежи към фамилията 
на нуклеарните рецептори за стероидни хормони и играе важна роля за развитие на 
метастатичния кастрация-рефрактерен простатен карцином (мКРПК). Разработени-
те нови генерации от хормонални лекарства (анти-AР-терапия с abiraterone acetate и 
enzalutamide) подтискат AР-активност, но и към тях се развива лекарствена резистент-
ност. Нови проучвания отдават значение на AР-сплайс вариантите (AR-Vs) и особено 
на AR-V7 като предиктивни маркери.1 По правило AР-генът е транскрипционен фак-
тор, който се активира от лиганд и регулира експресията на определени гени. Той е 
съставен от 8 екзона, които кодират съответни функционални райони на протеина с 
обособени три домейна.2 Първият, N-терминален домейн, кодиран от екзон 1 (NTD 
или AF1-активираща фракция 1), регулира транскрипцията на AР и включва вариаби-
лен брой полиглутамин или полиглицин повтори, като тяхната дължина влияе върху 
AР-активност. Вторият, ДНК-свързващ домейн (DBD), се кодира от екзони 2 и 3.3-6 Тре-
тият, андроген-свързващ домейн (ligand-binding domain, LDB), се кодира от екзони 4-8; 
LDB образува джоб от 12 огънати спирали, които разпознават специфичния хормон, а 
според скачения лиганд (агонист или антагонист) спиралите са различно организира-
ни. Районът между DBD и LDB е подвижен и контролира активността на AР.7 Функцио-
нално AР свързва хормонен лиганд и преминава в активно състояние, дисоциира от 
асоциирани протеини, навлиза в ядрото, димеризира и действа като транскрипционен 
фактор на андрогени гени. 

Алтернативният сплайсинг води до образуване на различни структурни и функционал-
ни АР-варианти (AR-Vs). Идентифицирани са 15 различни AR-Vs8-10 и повечето от тях 
съдържат интронна последователност, която кодира къс специфичен пептид, вместо 
лиганд-свързващ домейн (LBD). Вариантите на AР са структурно и функционално раз-
лични от рецептора с цялостна структура (full-length AR, AR-FL), но техните молекул-
ни механизми все още не са изяснени. Въпреки данните за свърхекспресия на AR-V1 
при тумори на простата, особено при КРПК, няма достатъчно клинични проучвания, 
които да определят прогностичната му стойност. Знае се, че AR-V12 съдържа екзони 
1-4 и екзон 8, но липсват екзони 5-7. Този вариант е експресиран както при бенигнени 
лезии, така и при малигнен и метастатичен ПК, и поддържа клетъчната пролиферация 
и прогресия. Единствено AR-V7 е често експресиран при КРПК и до момента предста-
влява най-важен вариант, свързан с резистентност към анти-AР-терапия с abiraterone 
acetate и enzalutamide. Този вариант има екзони 1, 2, 3 (скрит екзон 3, CE3) и делетиран 
лиганд-свързващ домейн (LBD). По правило AR-V7-вариантът е конститутивно акти-
вен и експресиран при КРПК, регулирайки транскрипционна програма, подобна, но не 
идентична, с тази на “див” тип ген AR-FL. Предложена е хипотеза, според която при 
превключване от AR-FL към AR-V7 сплайс-вариантът придобива нова функция в срав-
нение с AR-V7, експресирайки уникална група от гени, и променя транскрипционната 
програма на клетките, повишавайки онкогенния потенциал на тумора.11

Аналитични методи за изследване. Вариантът AR-V7 mRNA може да бъде диагно-
стицирана с RT-PCR или с имунохистохимично изследване чрез използване на специ-
фични поликлонални антитела срещу 16aa COOH-terminal extension, кодиран от CE3 
на AR-V7-изоформа. Тестът с антитела Adnatest за имунохистохимично определяне на 
AR-V7 не е валидиран.
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Доказателства за предиктивно значение. Пациенти с метастатичен ПК имат малки 
терапевтични опции (таксани, abiraterone acetate, enzalutamide и sipuleucel-T), към кои-
то е възможно да се развие резистентност. По правило AР играе важна роля за прогре-
сия на болестта. В последните години AR-Vs, по-специално AR-V7/AR3, се разглежда 
като важен фактор за прогресия.12, 13 Той е установен с по-висока честота при пациенти 
с новодиагностициран метастатичен в сравнение с локален ПК. Наличието на AR-V7/
AR3 е свързано с по-лоша прогноза и по-ниска преживяемост. Изследвания показват, 
че AR-V7 m-RNA е установена в циркулиращи туморни клетки (ctCs) на пациенти с 
КРПК14; пациенти с по-висока експресия имат по-къса преживяемост без прогресия 
(ПБП). Данните показват, че AR-V7 може да служи като прогностичен биомаркер за 
лоша прогноза при пациентите с метастатичен ПК.

При изследвания на големи кохорти са получени резултати за намалена ефективност 
на андроген-подтискаща терапия (АПТ) (bicalutamide и enzalutamide) при AR-V7-
тумори.15 Тези резултати определят конститутивния AR-V7-вариант като маркер за 

резистентност към enzalutamide или abiraterone acetate, но предиктивната му роля 
за чувствителност към таксани не е съвсем ясно определена.6 Все още някои автори 
повдигат неизяснени въпроси, свързани с клиничната роля на AR-V7-варианта: данни-
те сочат, че той не е свързан с първична или вторична резистентност към таргетна 
терапия, а по-скоро с намалена чувствителност към тези лекарства. Необходими са 
по-широки изследвания за валидиране на AR-V7 като предиктивен маркер и стандар-
тизиране на неговата чувствителност. 

Предложен е модел за участие на AR-V7/AR3 в патогенетични механизми на мКРПК. 
При андрогенна аблацията се получава генетична нестабилност (AР-локусна амп-
лификация), промяна в транскрипция/сплайсинг (SAM68, U2AF/ASF/SF2, Lin28) и в 
епигенетичната регулация (miR-124). Настъпва промяна на експресията и активността 
на AR-V7/AR3 и свръхрегулация на група таргетни гени, които промотират метаста-
зиране (TGFβ, miR29, EMT), клетъчно оцеляване и растеж (AKT, UBE2C), промяна в 
метаболизма (GLUD1) на раковите клетки и развитие на КРПК.17

C
�� При пациенти с метастатичен кастрация-рефрактерен простатен карцином се препоръчва изследване на AR-V7-вариант като прогностичен и предиктивен 
биомаркер за резистентност към enzalutamide и abiraterone acetate.

�� Препоръчва се определяне на AR-V7-вариант чрез RT-PCR или с имунохистохимично изследване.

При пациенти с метастатичен кастрация-рефрактерен простатен карцином конститутивният AR-V7-вариант не е валидиран предиктивен маркер 
за резистентност към enzalutamide и abiraterone acetate.
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1.16.4. Циркулиращи туморни клетки
Милчо Минчев, Борис Петров

Молекулярна биология. Циркулиращи туморни клетки (ЦТК), освободени от туморно-
то ложе, се откриват в периферна кръв на пациенти със солидни неоплазии, включител-
но простатен карцином (ПК). Въпреки ниска честота, броят на ЦТК преди и след лечение 
се оказва важен прогностичен белег за развитие на болестта.1, 2 Освен това, ЦТК се отчи-
тат като сурогат за метастазиращи клетки, като характеризирането им се определя като 
„течна биопсия“, подпомагаща проследяване на лечението.3, 4 По правило ЦТК са основен 
начин на хематогенна дисеминация при ПК.5 Те предоставят възможност да се проучи 
хематогенната дисеминация на карцинома, а при напреднала метастатична болест броят 
им в периферна кръв е точен метод за мониторинг на протичането и се използва като 
краен маркер в клинични проучвания. Така ЦТК предоставят платформа за многократно 
неинвазивно проучване на молекулярното поведение на раковите клетки, създавайки по 
този начин възможности за персонализиран подход на лечение.

Аналитични методи за изследване. Биологията и клиничното значение на ЦТК за-
виси от начина на изолиране. Всяка отделна технология има силни и слаби страни от-
носно чуствителност, специфичност и възможност за извършване на допълнително 
тестване след изолация.6 Засега CellSearch® е единствен метод за детекция на ЦТК при 
ПК, одобрен от Американската Агенция за храни и лекарства (FDA). Основeн недоста-
тък на този метод е зависимостта му от експресия на повърхностни маркери, а експре-
сията на EpCAM е силно намалена при 29% от пробите от ПК.7 Това е особено важно 
за ЦТК, които са претърпяли епителиално-мезенхимен преход (ЕМП), което ги прави 
неоткриваеми чрез този метод.8

Доказателства за предиктивно значение. Засега анализ на ЦТК при ПК е правен при 
пациенти с напредналаболест. При хормонорезистентен ПК (ХРПК) простатоспеци-
фичният антиген (PSA) е неточен показател за туморен товар и не може да се използва 
като краен маркер в клинични проучвания.9 Анализът на ЦТК е подходящ маркер и 
може да се прилага в различни интервали по време на лечение. Друго възможно прило-
жение на ЦТК, макар и все още неразработено, е възможността да се отличава локали-
зирана от начална дисеминирана болест, тъй като образните изследвания не са точни 
при микрометастази.10 Засега най-достоверeн метод за търсене на микрометастази е 
лимфна дисекция, която не отчита наличие на хематогенна разсейка.11 При анализ на 
ЦТК все по-често простото изброяване се заменя с молекулярно охарактеризиране. 
Различни техники за изолиране на ЦТК водят до селекция на различни субпопула-
ции от клетки – факт, който пречи на молекулярното им характеризиране. В клинично 
проучване при ХРКП се установява, че по-висок начален брой на ЦТК (> от 5 ЦТК в 
7.5 mL периферна кръв) се свързва с по-лоша прогноза и статистически значимо по-
ниска обща преживяемост (ОП).12 Пациенти, чиито брой на ЦТК намалява на < 5 по 
време на лечение, са със статистически значимо по-висока ОП.2 Нивото на ЦТК в това 
проучване е по-добър прогностичен маркер за преживяемост от PSA. Няколко малки 
проучвания при хормоночувствителен ПК (ХЧПК) показват, че  броят на ЦТК също 
може да има прогностична стойност; наличието на > 3 ЦТК след хормонално лечение 
предполага прогресия към хормонорезистентност, а при мултивариационен анализ 
нивото на ЦТК се оказва маркер за големина и продължителност на отговора към хор-
монално лечение.13

Откриването на ЦТК при локализиран ПК зависи от използвания метод. Смята се, че 
използване на платформа CellSearch генерира противоречиви резултати и няма пре-
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диктивна стойност.14, 15 При технология CTC-chip намирането на повече от 14 ЦТК се 
смята за положителна находка, без да има съществено прогностично значение.16 Пери-
оперативно откриване чрез количественa RT-PCR на PSA- и PSMA-mRNA в периферна 
кръв се свързва с развитие на рецидив след радикална простатектомия.17 По правило 
ЦТК се депозират в костeн мозък като дисеминирани туморни клетки (ДТК).18 Нали-

чието на ДТК преди дефинитивно лъчелечение се свързва с по-лоша оценка по Gleason 
и повишен риск от метастазиране.19 При мултивариационен анализ откриването на 
ДТК преди лечение на локализиран ПК е единствен независим показател по отноше-
ние на преживяемост без болест (ПББ) и ОП.20-24

С �� Циркулиращи туморни клетки при простатeн карцином не са предиктивен биомаркер извън клинични проучвания.
�� Циркулиращи туморни клетки при простатен карцином може да се обсъждат за оценка на прогноза и мониторинг на отговор към терапия.
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1.16.5. ПЕТ/КТ
Ирена Костадинова, Татяна Хаджиева

Метаболитни принципи и биология. Освен ранна диагноза, при простатен карцином 
(ПК) важен проблем е ранна детекция и визуализация на рецидиви след простатектомия, 
лъчелечение или друго локално лечение, при стойности на простатноспецифичния анти-
ген (PSA) над 0.2 ng/mL.1 Понастоящем методи на избор за онагледяване на рецидиви са 
магнитнорезонансна томография (МРТ) и компютър-томография (КТ) с контраст, но те не 
винаги са с достатъчна чувствителност и специфичност, особено при ниски стойности на 
туморния маркер.2 С въвеждането на хибридния образен метод на позитронноемисионна 
томография с компютър-томография (ПЕТ/КТ) е възможно комбинирано функционално 
и анатомоморфологично изображение на изследвания орган и получаване на ранна функ-
ционална информация за развитие на болестта. Най-често използваният радиофармаце-
втик 18F-FDG не се прилага рутинно за визуализация на простатни метастази и рецидивии, 
но би могъл да се използва при определени пациенти с по-агресивни форми и с повиша-
ващи се нива на PSA. Налице са  данни за корелация на натрупването на FDG със степента 
на туморната диференциация (по-висока при недиференцирани варианти), както и при 
тези с по-високи нива на PSA, но методът е с ниска предиктивна стойност и без влияние 
върху терапевтичния подход.3 През 2005 г. бе предложен 18F/11С-Choline, чието натрупване 
в туморните клетки се базира на повишен синтез на фосфолипиди.4 Тестът се препоръч-
ва при определяне но стадия, при неясни и несигурни находки от други образни методи, 
както и при рестадиране, ако PSA е ≥ 2-4 ng/ml, с чувствителност – 70.3-95% и специфич-
ност до 85%.1, 5 При 30% от пациентите се постига и по-детайлна диагностична находка 
и оптимизиране на терапията.6 Методът обаче не притежава достатъчна чувствителност 

и специфичност при нисък и интермедиерен риск (оценка по Gleason под 7 и по-ниски 
нива на PSA)4, като при стойности под 1 ng/mL рецидивът се визуализира при не повече 
от 25% от случаите, а при стойности над 4 ng/mL – при над 75%.7 През последните някол-
ко години сe съобщиха първите резултати за нов радиофармацевтик, който се свързва с 
молекулна мишена-рецептори, свръхексппресирани по повърхността на  раковите клетки  
в простатния карцином – простатоспецифичен мембранен антиген (PSMA), маркиран с 
позитронния източник 68Ga, с възможност за използването с хибридната технология ПЕТ/
КТ. 8-10 Въпреки че PSMA нормално се намира и в клетки на слюнчени жлези, тънки черва и 
бъбреци, неговата експресия е най-изразена при пърничен ПК и лимфните му метастази. В 
тези структури той е в много по-големи количества, отколкото са холинните рецептори и 
така се създава възможност за получаване на по-контрастен образ за разпределение и кон-
центрация на антигена. Неговото количествено измерване със стандартизирано отноше-
ние на натрупване (SUVmax)  предполага по-висока чувствителност на изследването и има 
предиктивна стойност за успеха на последващото лечение, ако таргет е същия рецептор.1

Индикации и доказателства за предиктивно значение. Първите обобщени резултати 
за диагностична значимост от приложение на 68Ga-PSMA при рецидиви и хормонална 
резистентност показват по-добри резултати (при едни и същи стойности на PSA) от 
тези с 18F-Choline с чувствителност съотв. 86.5% и 70.3%, при максимална специфич-
ност и позитивна предикативна стойност от 100% и негативна предикативна стойност 
от 91.4%.11, 12 Метаанализ на Perera et al. обобщава, че методът се препоръчва при био-
химичен рецидив при ниски стойности на PSA между 0.2 и 10 ng/mL, когато другите 
образни методи са с ниска чувствителност, както и при пациенти с висок риск (оценка 
по Gleason > 7, PSA > 20 ng/mL, стадий cT2c-3a), преди оперативно или лъчелечение.13 
Той е с предимства при визуализация на радиологично окултни лимфни и костни ме-



213

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ В ОНКОЛОГИЯТА · Том I – СОЛИДНИ ТУМОРИ	 НАЦИОНАЛЕН ЕКСПЕРТЕН БОРД
Клинично ръководство, основано на доказателства 2017
тастази, което може значимо да повлияе вида на прилаганата терапия. Започнаха про-
учванията за приложение на 68Ga-PSMA с нова хибридна образна технолотия – ПЕТ, 
комбиниран с МРТ (ПЕТ/МРТ), с което се постига още по-висока чувствителност.14

При маркиране с източници на бета-лъчение, като 177Lu, PSMA може да бъде използван 
като успешна терапевтична алтернатива при метастази и прогресия на болестта при 
кастраци-рефрактерен ПК (КРПК).15 Прилагане на комбинация от 68Ga-PSMA и 177Lu-
PSMA се утвърждава като нова концепция – тераностика, с която е възможна точна 
специфична диагностика и прицелно ефективно лечение.17 Литературните данни по-
казват спад в нивата на PSA до 80% след две апликации на терапевтичния лиганден 
комплекс.18 Появиха се първи мултицентрови проучвания за ефекта от терапията с 
177Lu-PSMA, с които се демонстрира високата ѝ сигурност и ефективност, надвишавай-
ки тази на трета линия системна терапия.18

Напоследък се появиха изследвания за планиране и прецизиране на лъчелечебен ми-
шенен обем на базата на функционално-морфологично ПЕТ/КТ-изследване с прилага-

не на 68Ga-PSMA или 11С/18F-choline. Изследвания на Bluemel Ch, et al. при болни с пер-
систиращи стойности на PSA или рецидив с 68Ga-PSMA след простатектомия показват, 
че се променя лъчетерапевтичния план при 40-53% от болните, свързано с повишаване 
на дозата в 80%, намаление в 13.3% и облъчване на допълнителни обеми в 25%; бъдещи 
проспективни проучвания ще покажат ефекта върху преживяемостта.19, 20 Изследва-
нията с 11С/18F-choline позволяват планиране не само на базата на морфологичeн (с 
КТ), но и на биологичeн мишенен обем (с 11С-choline).21 Проучва се възможност да се 
направи т.нар. едновременно свърхдозиране при дефинитивно лъчелечение, прилагано 
с хипофракциониране при рецидив в лимфни възли, с много добра токсичност за нор-
малните тъкани и с промяна на лъчетерапевтичния план при 30% от болните.22

Предстоят и първи клинични проучвания на теорията на радиомиката като наука за ге-
нотипно характерииране на ПК на базата на ПЕТ/КТ-изследване и индивидуализиране 
на терапията чрез създаване на виртуални модели за диференциация на агресивните 
му подструктури, с предиктивна стойност за ефекта от терапия и прогноза.23

B Позитивен резултат при 68Ga-PSMA ПET/КT се препоръчва като предиктивен маркер за прилагане на специфична радионуклидна терапия с 177Lu-PSMA 
при болни с хормонорезистентен простатен карцином.

C
�� ПЕТ/КТ с 68Ga-PSMA или с 11С/18F-холин се препоръчват за планиране на спасително лъчелечение при болни с персистиращи стойности на PSA или 
рецидив след оперативна интервенция. 

�� 68Ga-PSMA ПET/КT е образен метод на избор за визуализация при биохимичен рецидив, вкл. при ниски стойности на PSA.
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�� 68Ga-PSMA ПET/КT е образен метод на избор преди прилагане на радионуклидна терапия с 177Lu-PSMA за постигане на индивидуализиран терапевтичен 
подход при болни с хормонoрезистентен простатен карцином.

�� ПЕТ/КТ с 68Ga-PSMA или c 11С/18F-холин, като най-чувствителни образни методи, могат да се приложат при определяне на стадий, рестадиране и 
планиране на лъчелечение.

�� 177Lu-PSMA може  да бъде използван като успешна терапевтична алтернатива при пациенти с метастази и прогресия на болестта, с кастрация- и 
химиорезистентност и с позитивна находка от рецепторна сцинтиграфия с 68Ga-PSMA.
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1.16.5. Радиомикс-базирано прицелно лъчелечебно планиране
Галина Кирова, Татяна Хаджиева

Радиологични принципи. Терминът радиомикс може да се дефинира най-просто като 
модел за детектиране или фенотипно характеризиране на болестен процес с помощта 
на автоматизирана компютърна система. Той е създаден с цел подобряване и уско-
ряване на процеса на диагностициране, характеризиране, стадиране и прогнозиране 
на резултатите от лечение на тумори с различна локализация.1 Радиомикс-моделите се 
основават на анализиране и математическа обработка на голям масив от данни, като 
крайна цел е създаване на модели на базата на количествена, а не само на качествена, 
оценка на комбинация от отделни образни белези. Прогностичната сила на радиомикс 
е в процес на доказване за целите на установяване на белодробен карцином, карцином 
на гърда, както и за прецизиране на терапевтичния отговор при тумори на глава и шия 
и простатен карцином (ПК), като част от методите на персонализираната и предиктив-
ната медицина.2

Радиомикс-моделите при ПК се основават на компилиране на белези от отделни маг-
нитнорезонансни серии – анатомични и функционални, като T2WI, Diffusion Weighted 
и динамично контрастно усилване. Maнуалната обработка на образите е времеемка и 
често субективна поради влиянието на индивидуалната компетентност на рентгено-
лога. С цел намаляване на разликата между отделните изследователи Европейската 
асоциация по урогенитална радиология (ESUR) въведе система за изобразяване и ра-
портуване на ПК (PI-RADS) на базата на групирани класифицирани критерии.3 Неза-
висимо от PI-RADS и постигнатите резултати в определяне на граници и характер на 
тумора, все още нивото на субективност е високо, което предопределя надеждите, че с 

помощта на радиомикс ще се подобри процесът на ранна диагностика и планиране на 
лъчелечение (ЛЛ) при пациенти с ПК.4

Аналитични методи за изследване. Съвременните радиомикс-ориентирани методи 
за диагностициране и стадиране на ПК се базират на мануално дефинирани кoли-
чествени параметри, изведени от мултипараметрични магнитнорезонансни (МРТ) 
изследвания на простатна жлеза и обработени математически.5 Радиомикс-моделите 
позволяват не само диференциране на туморна тъкан в жлезата, но и характеризиране 
на отделни зони на хетерогенност на тумора на базата на съвкупност от количествено 
оценени белези. Доказано е, че комбинация от резултати от мултипараметрична МРТ, 
комбинирана с таргетна биопсия, показва най-висока специфичност и чувствителност 
при разграничаване на високорисков ПК с  оценка по Glieson> 7.6, 7 Повечето автори 
използват едновременно данни от анатомични секвенции – сигнален интензитет, хо-
могенност, очертания, симетрия, отношение към околни тъкани, както и от фармако-
кинетични и дифузионни серии, оценяващи една и съща част от простатната жлеза. 
Tака например, T2-натоварени МРТ-образи характеризират различната спин-спин 
или трансверзална релаксация на тъканите при дефинирана сила на магнитното поле. 
Те се използват още като анатомични или локализационни секвенции поради факта, 
че нормалната простатна и туморна тъкан имат различна сигнална характеристика. 
Дифузионно натоварените образи, от друга страна, отразяват тъканната чувствител-
ност към Брауновото движение на водните молекули при определена сила на маг-
нитното поле и градиентна последователност. Контрастно усилените динамично по-
лучени образи позволяват изграждане на криви сигнал-време, чиято характеристика 
е специфична при тъкани с различно кръвоснабдяване, плътност на новоформирани 
патологични съдове (неоангиогенеза) и обем на екстрацелуларна тъкан.1 Teзи данни се 
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използват при сегментиране на жлезата, като на тяхна база се генерират карти, позво-
ляващи разграничаване на доброкачествени и злокачествени състояния. Едновремен-
но с това ПК се характеризира с белези като мултифокалност и локална хетерогенност, 
което е установено чрез хистограми, получени при анализа на Т2-секвентни образи от 
МРТ. Предложената радиомикс-рамка за установяване и генотипно характерииране на 
ПК се структурира по следния път8: (1) стандартизиране на мултипараметрични МРТ-
протоколи на базата на радиологично-патологична корелация на образи от доказани 
ПК; (2) попълване на радиомикс-секвенатори, които генерират образни последовател-
ности, отнасящи се до фенотипно проявен ПК9; (3) изготвяне на персонален радио-
микс-секвенатор за отделен пациент на база на негови резултати от мултипарамерично 
МРТ-изследване с оглед определяне на агресивност на тумора. Тази поредица от беле-
зи носи информация за адекватно диагностициране и определяне на прогнозата при 
индивидуалния пациент.

Доказателства за предиктивно значение. Лъчелечението (ЛЛ) е един от основните 
методи за дефинитивна терапия на ПК при относително млади пациенти с нискату-
морна степен. Най-общо казано, приети са два основни типа ЛЛ на ПК – перкутанно 
ЛЛ и брахитерапия. Облъчвайки цялата жлеза, честотата на усложнения при засягане 
на околни тъкани (пикочен мехур, ректум, черва) е сравнително голяма, което резул-
тира в редица постлъчелечебни усложнения. Фокалното облъчване се основава на по-
висока доза фокусирано лъчение, чийто таргет е локален карцином, което значително 
намалява възникването на постлъчелечебни усложнения. За разлика от компютър-то-
мографията (КТ), МРТ има по-добра тъканна разделителна способност и позволява 
по-добро отграничаване както на простатна жлеза, така и на туморни лезии. За целите 
на прецизното планиране на ЛЛ се използват резултати от оценка на простатни тумо-

ри, получени на базата на мултипараметрична МРТ. Доказано е, че анализът на образи-
те от мултипараметричен МРТ-протокол има висока специфичност и чувствителност. 
Последни проучвания показват, че  класификатори, базирани на радиомикс, могат да 
увеличат допълнително точността и възприозводимостта при планиране на ЛЛ при 
ПК.10, 11, 13 Ето защо възможността за транслиране на образи, добити с МРТ върху пла-
ниращи КТ образи, би позволило по-прецизно очертаване на мишенни обеми, особе-
но при прилагане на високи дози над 70 Gy, които са над толерантните за околните 
здрави тъкани. Подобно суперпониране може да се получи и с образи от ендоректално 
ултразвуково изследване (УЗ) и КТ или МРТ. В процеса на наслагване на образите от 
отделните изследвания с цел “използване” на специфични качествени характеристики, 
които всяко от тях носи, възникват няколко проблема. Това е “напасване” на полетата 
на изобразяване и деформация на жлезата от различната степен на изпълване на пи-
кочния мехур и ректума, както и от различната позиция на пациента по време на доби-
ване на образите. За преодоляване на тези проблеми някои автори предлагат методи 
за обемни КТ-МРТ-образни сливания, вземащи под внимание радиомикс-моделите и 
тъканната деформация.

Предложени са различни алгоритми за индивидуализирано планиране на ЛЛ, бази-
рани на радиомикс. Един от тях е Rad-TraP, създаден от две институции (University 
Hospitals Cleveland и Alpha 3T MRI и Diagnostic Imaging Center, New York).13 Той се със-
тои от три модула: (1) радиомна детекция чрез МРТ и класификационен обучаващ се 
четец; (2) предаване на образа от МРТ на КТ с очертана зона на интерес (мишенен обем 
за ЛЛ) черз мултимодална деформируема корегистрация; (3) генериране на образ за 
свръхдозиране с брахитерапия и перкутанно ЛЛ. Изследванията са ретроспективни 
върху образи от 100 пациенти с нисък и междинен риск за периферно разположен кар-
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цином. Крайна цел на модела е възможност за облъчване на области на простата с кан-
церицидна доза, докато в останалата част да се постигне редукция до 43%. Резултатите 
показват несигурност, свързана с планиране върху така генерирани образи. Авторите 
заключават, че са нужни много данни за връзка между образи и хистологична харак-
теристика на тумора. Засега върху единични болни са извлечени 11 характеристики, 
като интезивност на сигнала, градиент на Sobel, корелация по Haralik и др. В литера-

турата се четат много експресивни заглавия, но почти всички са адресирани с големи 
очаквания към бъдещето. Осъществени са върху ретроспективни данни, тъй като при 
наличие на стандарти за ЛЛ е неетично без валидиране да се поеме риск за облъчване 
само на част от простата. Бъдеща оптимална цел е да се намалят дозите в нормалните 
органи около тумора, като се организират т.нар. изотоксични проучвания. Засега всич-
ки модели са на ниво на научни изследвания.	

C Радиомикс-базираните протоколи за лъчелечебно планиране при простатен карцином засега са експериментални и се препоръчват само в рамките на 
клинични проучвания.

�� Радиомикс-базираната класификация на тумори на простатна жлеза се основава на автоматизиран процес на компютърно екстрахиране 
на различни образни/тъканни характеристики, количествено оценяващи болестния процес. Една от целите е да се изготви персонализирана 
пространствена тъканна карта, която да определи стадий и респективно – най-ефективно лечение.

�� Магнитнорезонансните образи успешно се прилагат в практиката като помощно средство при планиране на лъчелечение.
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1.17. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ КАРЦИНОМ НА ПЕНИС
1.17.1. HPV- и p16-експресия

Светлана Христова

Молекулярна биология. През 1995 г. инфекцията с човешки папиломавирус (HPV) е 
доказана като рисков фактор за развитие на някои видове плоскоклетъчен карцином 
на пенис (ПКП).1 Бимодалната етиопатогенеза определя морфологичното субкласифи-
циране на ПКП като HPV-пoзитивни или негативни. Върху тъканни биопсии наличие 
на HPV-ДНК се идентифицира в 70-100% от интраепителни неоплазии (PeIN) и 30-50% 
от инвазивни карциноми.1, 2 В групата на HPV-асоцииран ПКП се включват хистоло-
гични варианти като базалоиден (76% HPV+), смесен брадавицовиден (кондиломато-
зен) плюс базалоиден (в 82% HPV+) и кондиломатозен (в 39% HPV+). Най-често до-
казвани HPV-типове при ПКП са p16 и p18.3-5 По данни на Европейската асоциация по 
урология обаче честотата се разпределя в 72% за HPV16, в 9% за HPV6 и в 6% за HPV8.2

Молекулярната патогенеза на HPV иницииран ПКП е равнозначна на тази при другите 
таргетни органи и е свързана с два механизма на взаимедействие между вирусни E1, E2, E6, 
E7 онкопротеини и TP53- и RB-гени. Мутации в тумор-супресорния TP53-ген не са харак-
терни за ПКП. Изключване на неговата апоптозна функция за възстановяване на нормална 
клетъчна ДНК е свързана с алелни загуби и се осъществява чрез E6 посредством форми-
ране на протеинов комплекс между p53, E6 и E6AP. Вторият и основен молекулярно-гене-
тичен механизъм на HPV-онкогенен ефект се опосредства от E7 за подтискане и загуба 
на контрол върху CDKN2A- и RB-зависими циклин-киназни инхибитори на клетъчния 
цикъл, водещо до неконтролирана клетъчна пролиферация.8-11 Функцията на CDKN2A се 
регулира от два тумор-супресорни протеина – p16INK4A и p14ARF.12 В проучване на M. 

Poetsch et al. 62% от инвазивните ПКП са с алелна загуба на p16 и в 42% са с промоторна 
хиперметилация. Имунохистохимична негативност за p16 при ПКП се дължи на хиперме-
тилация във/или LOH-геномния регион в близост до 16INK4A-локуса.13, 14

По правило HPV-позитивен ПКП има различна прогноза, сравнено с HPV-негативен. 
Публикувани са данни че петгодишна преживяемост при HPV+ тумори е по-висока и 
достига 93% срещу 78% при HPV-негативен ПКП.6, 7

Аналитични методи за изследване. Рутинна диагностика за определяне на HPV-ста-
тус при ПКП не е приета като стандарт, но се използва в рамките на клинични про-
учвания или за прилижение на специфични анти-HPV-ваксини. Подобно на други 
локализации, като най-добър и сигурен верифициращ метод е PCR-базиран анализ 
за доказване на HPV-генотип.15, 16 Налични са множество платформи за молекулярно-
генетично доказване на вирусни онкопротеини или техни продукти, които подлежат на 
общо стандартизиране (Табл. 1).11, 17-19 Имунохистохимично изследване чрез p16INK4-
антитяло върху биопсични материали би могло да бъде допълнителен морфологичен 
метод за прецизна идентификация на прекурсорни лезии (PeIN).15, 16, 20

Доказателства за предиктивно значение. Засега HPV-статус при ПКП не е опреде-
лен с предиктивно значение при избор на конвенционално химиолъчелечение.2 Нами-
ра частично прилoжение за използване на анти-HPV-ваксини Gardasil и Cervarix при 
рискови пациенти и патоморфологично доказани прекурсорни лезии (PeIN). В процес 
на клинично изследване са HPV-ДНК-ваксини: GTL001 фаза II на рандомизирано про-
учване в Европа и комбинация на ваксина VGX-3100 с анти-PD1/PD-L1-терапевтични 
таргетни лекарствени форми.21-24	
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Таблица1. Молекулярна диагностика – видове методи.11, 17-19

Метод Диагностична платформа

Polymerase chain reaction (PCR) 11 праймера: PGMY09/11, GP5+/6+ и SPF10.за доказване на вирусния капсид L1 ген

PCR – Amplicor human papilloma virus Идентифицира 13 високорискови HPV-типове

Linear array human papilloma virus genotyping test Количествен тест за 37 високо/нискорискови HPV-онкогенни типове

Papillo check (сертифициран в ЕU) За in vitro диагностика и идентификация на 24 HPV-типове: 18 високорискови и 6 нискорискови с доказана 
специфичност 98%

APTIMA human papilloma virus assays (одобрен от FDA) ДНК-базиран тест за доказване на свръхекспресия на E6 и E7 онкоген-асоциирана mRNA 

Cervista (одобрен от FDA) Верифицира 14 високорискови HPV-типове посредством сигнална амплификационна техника въз основа на две 
паралелни изотермални реакции

C Молекулярен ДНК-анализ и/или имунохистохимично тестване за p16INK4a-онкопротеин се препоръчват като допълнителен метод за врификация на 
HPV-асоциирани плоскоклетъчни интраепителни лезии и преканцерози на пенис.

�� Молекулярно-генетична и/или имунохистохимична верификация при HPV-свързани преканцерози и карцином на пенис не се изисква като рутинен 
допълнителен диагностичен метод за откриване на морфологични промени върху биопсии от пенис.

�� Имунохистохимично изследване на p16 би трябвало да се използва при несъответствие в професионална хистологична интерпретация на 
нискостепенни/високостепенни интраепителни неоплазии (PeIN).
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1.18. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ГАСТРОИНТЕСТИНАЛEН 
СТРОМАЛEН ТУМОР (GIST)

1.18.1. Митотичен брой и Кi-67-пролиферативен индекс
Иван Иванов, Тихомир Диков, Савелина Поповска

Молекулярна биология. Гастроинтестинален стромален тумор (ГИСТ) е рядка неоп-
лазма. В отсъствието на метастази все още не са налични критерии за разграничава-
не на случайни стромални пролиферации от малигнени тумори със сериозни риско-
ве от неблагоприятно клинично протичане. Вероятно възприемането на ГИСТ като 
биологичен и морфологичен континуум без резки граници между бенигнен/малигнен 
процес отразява по-пълно характеристиките на неоплазията. Въпреки това, опити за 
прогностично групиране са налични в съвременната практика на хирургичната пато-
логия и тяхното еволютивно развитие е в ход и към момента.1 До отделянето на ГИСТ 
в отделна класификационна група те са причислявани към групата на мезенхимните 
тумори и са определяни като гладкомускулни тумори или тумори на периферни нерв-
ни обвивки.2 Понастоящем за тези тумори се смята, че призхождат от клетките на Cajal 
или от прогениторни мезенхимни клетки.3 За възникването и развитието на ГИСТ е от 
съществено значение наличието на мутация в протоонкогена c-KIT.3 За ГИСТ е харак-
терна и диагностично значима имунохистохимично установената експресия на c-KIT, 
CD34 и в разична степен (дифузно или фокално) на αSMA.2, 3

Предсказването на клиничното поведение и наличието на малигнен потенциал при 
ГИСТ е относително трудно. Смята се, че приблизително половината от ГИСТ се про-
явяват с малигнено поведение и половината от тези случаи са с ранно разпространение 
в черен дроб, перитонеум и регионален лимфен басейн при първоначална диагноза.4 

Процентът малигнен ГИСТ варира според различни едноцентрови проучвания и ве-
роятно е селекционен bias, но почти неизменно надхвърля 60% при включване на про-
гресия и рецидив на болестта.3

Най-ранната и вероятно най-популярна система за рискова стратификация е предло-
жена от NIH5 през 2002 г. и е базирана на личен опит на експертен панел и спонсори-
рана от NCI конференция. Тази система инкорпорира туморен размер и митотични 
фигури/50 на поле на голямо увеличение (ПВУ), което пък не е определено като размер, 
а съчетанието им разграничава седем категории с четири етикета: много нисък (1), ни-
сък (1), междинен (2) и висок (4). Подобна система, обаче, може да повиши риска при 
голям тумор без митози и да го понижи при малки тумори с определени локализации с 
характерна висока честота на митотични фигури – дуоденум, ректум.

Аналитични методи за изследване. Първата базирана на доказателства система за 
риск-стратификация е кредитирана на Miettinen and Lasota4 и е генератор на фунда-
ментален модел за всички по-късни системи. При описаната от авторите система ми-
тотичните фигури остават източник на прогностична информация, но дефиницията 
е леко надградена с оразмеряване на полето с необходимост от изчисления върху 5 
mm2. Преимуществата на предложената система остават въвеждането на анатомич-
на локализация и рафиниране на размери на туморната тъкан. В отговор на екипа от 
AFIP първоначалните автори на идеята за ГИСТ-стратификация от NIH6 предлагат 
нова модификация през 2008 г., но въвеждат допълнителни патологични параметри, 
без да ревизират митотичния брой. Редица съвременни ръководства, в това число ръ-
ководството на AJCC7, 4-та ревизия на WHO класификация на тумори на меки тъка-
ни8 и 3-та ревизия на WHO класификация на тумори на гaстроинтестиналeн тракт9 
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посочват митотичния брой като съществен фактор при субстратифициране на ГИСТ. 
Последната 4-та ревизия на WHO в частта за тумори на меки тъкани8 и тумори на 
гастроинтестинален тракт9 отчита размер на тумора, анатомична локализация и брой 
митотични фигури на 50 ПВУ, които неизменно са или ≤ 5/50 ПГУ, или > 5/50 ПГУ. 
Находката следва да фигурира във всеки биопсичен отговор за целите на разпределяне 
в шест рискови категории, обозначени като прогностични групи и базирани на прогре-
сия на болестта при дългосрочно проследяване на около 1800 пациенти (виж Раздел 
1.11.1.). При хистологично верифицирана метастаза в орган извън гастроинтeстинален 
тракт и категорични данни за ангажирана серозирана равнина в биопсичния доклад е 
задължително документиране на тези събития, формално отчитане на митози и не е 
необходимо приписване на определена рискова категория. Към момента броенето на 
митотични фигури не се счита за заменяемо с отчитане на положително маркирани с 
Ki-67-ядра. В клиничната практика са предложени разнообразни номограми и горещи 
карти, третиращи митотичен брой и размер на тумора, като продължителни, линейни 
величини, базирани на големи пациентски кохорти, преминали само хирургия.10 Като 
цяло, липсва единен консенсус, касаещ определяне на митотичeн индекс при ГИСТ. 
Въпреки че най-често е определян на 50 зрителни полета, площта, на която се препо-
ръчва изследването, варира между 5 mm2 (по WHO) и 10 mm2 (по ESMO 2010).1 

Доказателства за предиктивно значение. Като фактор, определящ туморите към гру-
пата с ниска малигненост, е наличието на  < 5 митози на 50 зрителни полета при голямо 

увеличение, а с висока – наличието на > 5 митози на 50 зрителни полета при голямо 
увеличение (на площ, възлизаща на 5 mm2).8 Според резултати от проучване (SSGXVIII/
AIO), сравняващо ползата от адювантно приложение на imatinib за период от 12 и 36 
месеца при пациенти с операбилен ГИСТ с висок риск от рецидив (на база NIH кла-
сификация), приложението на лекарствения продукт за 36 месеца показва повишена 
преживяемост без метастази и обща преживяемост (ОП).11 Факторите, повишаващи 
риска от рецидив при пациенти, лекувани с адювантен imatinib, са негастричен ГИСТ 
с висок брой митози.12

Редица проучвания показват, че Ki-67-пролиферативният индекс притежава про-
гностична роля при ГИСТ. Съществува известно вариране в определянето на прагова 
стойност (cut-off) и получените конкретни резултати при отделните автори.3 Прогнос-
тичната роля на Ki-67 и начините за оценка на пролиферативния индекс, използвани/
препоръчвани от някои автори, са представени на Табл. 1. При ГИСТ (на стомах) с мул-
тилобуларен строеж е възможно наличие на значителен вътретуморен хетерогенитет 
в експресията на Ki-67; това налага изследване на повече проби от тумора за по-точно 
определяне на туморния грейдинг (G).13 Данните в литературата, касаещи Ki-67-ин-
декса, като предиктивен фактор към адювантна терапия, са оскъдни. Според Wen-Yi 
Zhao еt al. Ki-67 > 8% може да служи като независим негативен фактор за отговор към 
адювантна терапия с imatinib.14
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Таблица 1. Прогностична роля и начини на отчитане на пролифративен индекс при ГИСТ.

Автори Използвано първично антитяло Начин на определяне Прогностична стойност

Ohdaira H, et al. 2 Не е конкретизирано Ki-67-индекс, определен като брой позитивни клетки 
на 1 mm2

Туморен размер > 50 mm и Ki-67 ≥ 40/mm2 са свързани 
със значимо по-лоша прогноза

Belev B, et al. 3  MIB-5 (DAKO) Ki-67-индекс, определен като брой позитивни клетки 
на 100 туморни клетки

Кi-67-индекс > 6%, свързан с:  
- повишен риск от рецидив при ограничена болест  
- намалена обща преживяемост (без значение от 
приложено лечение

A За степенуване на ГИСТ се препоръчва задължително определяне на митотичен индекс; намерената абсолютна стойност следва да присъства в биопсичния доклад.

B
�� Препоръчително е морфологично-базирано стратифициране на ГИСТ в рискови групи/прогностични категории според който и да е от наличните 
модели при изрично цитиране на използваната класификационна структура.

�� При ГИСТ с висок риск от рецидив се препоръчва генотипизиране за c-KIT и PDGFRA-мутации и при наличие на c-KIT мутации, се препоръчва 
тригодишна адювантна терапия с imatinib.

C
�� Препоръчва се използване на Кi-67-пролиферативен индекс като прогностичен фактор при ГИСТ (прагова стойност за повишена пролиферативна 
активност – 6-8% от 500 преброени клетки в hotspot).

�� При мултилобулиран строеж на ГИСТ се препоръчва изследване на Кi-67-индекс в повече от един тъканен материал.

�� Задължително е съблюдаване на критериите за определяне на степен на малигненост при ГИСТ чрез митотичен индекс.
�� В случаи на граничен митотичен индекс възможно е използване на Кi-67-индекс като допълнителен прогностичен фактор.
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ZhaoW-Y, et al.14 MIB-1 (DAKO)
Ki-67-индекс, определен като брой позитивни клетки 
на 500 туморни клетки, отчетени в зона с най-висока 
активност “hotspot”

Кi-67-индекс > 8%, свързан с:  
- по-лоша прогноза  
- липса на ефект при адювантна терапия с imatinib

ImamuraM, et al.15 MIB-1 (DAKO) Не е конкретизирано Кi-67-индекс > 4.6%, свързан със значимо намален 
период без болест
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1.18.2. c-KIT/CD117- и PDGFRА-мутации
Радка Кънева, Борис Петров

Молекулярна биология. Гастроинтестиналните стромални тумори (ГИСТ) са сред най-
честите мезенхимални тумори на гастроинтестиналния тракт. Публикуваните данни за 
заболеваемост от ГИСТ в Европа и САЩ показват честота от 10-15/1 000 000 за периода 
2005-2008 г.1, 3, 4 Смята се, че ГИСТ произлиза от интерстициалните клетки на Cajal или 
техни предшественици, експресиращи тирозинкиназния рецептор KIT и рецептора за 
тромбоцитния растежен фактор-алфа (PDGFRα).5 Двата белтъка, KIT и PDGFRα, пред-
ставляват тирозинкиназни рецептори на растежни фактори със сходна структура, които 
в нормалните клетки се активират чрез свързване на съответния лиганд към екстраце-
луларната част на рецептора и димеризирането на два еднакви рецептора. В резултат 
на това вътреклетъчните части на рецептора се активират с последващо активиране на 
клетъчните пътища, регулиращи клетъчната пролиферация, апоптоза, клетъчна дифе-
ренциация, адхезия и т.н. Мутациите в гени KIT и PDGFRА водят до лиганд-независимо 
конститутивно активиране на рецептора. Резултатът е неконтролиран клетъчен растеж 
и развитие на тумор.6 KIT- и PDGFRA-мутации се откриват преди началото на терапия и 
се счита че са свързани с патогенезата на ГИСТ. Откриват се и вторични мутации, които 
са свързани с резистентност на лечение и прогресия на болестта. Най-чести мутации в 
KIT-гена се откриват в екзон 11 (66-71%), екзон 9 (10-13%), екзон 13, 14, 17 (1% всеки). От 
друга страна, PDGFRA-мутации (8%) са описани в екзони 18 (5-6%), 12 (1%) и 14 (1%). Не 
се откриват мутации при 5-10% от туморите и тези субтипове се наричат “див” тип ГИСТ, 
но са хетерогенна група и могат да се характеризират с други молекулни характеристики, 
като мутации в BRAF, RAS, NF1, SDH и др.7 

Активиращи мутации в PDGFRA и KIT са взаимно изключващи се, тъй като представля-
ват алтернативни събития, водещи до еднакви последствия. По правило ГИСТ с мутации 
в PDGFRA са подгрупа, която почти изключително се среща в стомашните локализации. 
Повечето от туморите показват епителоидна морфология, с ниска митотична активност 
и следват по-пасивен клиничен ход. Микроскопски тези тумори обичайно се откриват 
поради слабо или негативно KIT (CD117)-оцветяване на туморните препарати. По пра-
вило DOG1 и CD34 могат да са полезни за диагноза на KIT-негативни случаи на ГИСТ, 
включително такива с PDGFRA-мутации.9 В допълнение, генно експресионните профили 
на PDGFRA-мутирали тумори се различават от тези при KIT-мутирали. Инхибиране на 
PDGFRA намалява пролиферацията на ГИСТ с мутантни КIT чрез ефекта на KIT-зави-
сим транскрипционен фактор ETV1.8  Инхибитор на PDGFRA crenolanib може да бъде 
използван за лечение на пациенти с imatinib-резистентен KIT-мутирал ГИСТ. Заболя-
ването на малка част от пациентите (15%), при които няма наличие на мутация в KIT9- и 
PDGFRα-гените, се свързва с наличие на тумор-инициираща мутация в BRAF.10 Протеин-
ът BRAF е серин-треонин киназа, която активира МАРК-сигналния път: RAS/RAF/MEK/
ERK. Това е един от пътищата, активирани от KIT и PDGFRα, наред с други рецептори, но 
BRAF активира по-късен етап, без това да е свързано с KIT- или PDGFRα-активация. Му-
тации в BRAF са локализирани основно в екзон 15 (нуклеотид 1799), водещи до замяна с 
V600E. Тази модификация имитира фосфорилиране на киназния домейн, провокираща 
постоянната активация на киназата. Пациентите с ГИСТ без наличие на мутации в гени 
KIT, PDGFRα и BRAF представляват 10-15% от всички. Смята се, че болестта е възник-
нала в резултат на други онкогенни механизми. Скорошни изследвания доведоха до от-
криването на мутации, засягаща гени, кодиращи изоформи на сукцинат-дехидрогеназа 
(SDH), и по конкретно – SDHB или SDHA.11
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Проспективно популационно базирано изследване на ГИСТ във Франция сравнява 
локализирани и авансирали тумори от предходни клинични изследвания и показва 
разлики в разпределението на мутациите в KIT и PDGFRА. Мутации в екзон 18 на 
PDGFRA (D842V и др.), както и KIT екзон 11-замени (W557R и V559D), се срещат по-
често при пациенти с локализиран ГИСТ, докато KIT  екзон 9, 502_503dup и KIT  ек-
зон 11 557_559del са по-чести при метастатичен ГИСТ. Тези данни предполагат, че 
KIT- и PDGFRA-мутациите и митотичният индекс следва да се изследват, за да се оце-
ни рискът за рецидив.12 Съгласно действащите национални препоръки, както и тези на 
NCCN и ESMO, генетично изслeдване на мутации в KIT и PDGFRA при ГИСТ се пре-
поръчва при прилагане на селективни тирозинкиназни инхибитори (ТКИи).13 Такъв е 
imatinib, селективен инхибитир на KIT и PDGFRA, с анти-тирозинкиназна активност, 
който се използва при авансирал или метастатичен ГИСТ, както и за адювантен режим 
след пълна резекция. Чувствителността към препарата е различна според носител-
ството на различни мутации.14, 15  При резистентност към imatinib се прилага втора ли-
ния ТКИи – sunitinib.16 При пациенти, резистентни и на двата препарата, е подходящо 
прилагане на друг TKИ – regorafenib.17 

Аналитични методи за изследване. Основна техника за определяне на мутационeн 
статус на KIT и PDGFRA при ГИСТ е RT-PCR. Използват се алел-специфични прай-
мери за идентифициране на соматични мутации. Съществуват разработени китове за 
изследване на четирите екзона за KIT и два екзона в PDGFRA, включващи най-честите 
мутации. При някои от тях може да се наложи предварително обогатяване на проба-
та. Процедурата включва изолиране на ДНК от туморни проби, амплификация на съ-
ответните райони от гена и анализ на получените криви. Други методи са директно 
секвениране по метода на Sanger, който позволява пълно изследване на целите гени и 

високорезолютивен анализ за топене на ДНК (HRM-анализ), насочен към определени 
мутации. Напоследък се предлага и секвениране от ново поколение (NGS) на панел от 
гени. Друг метод за анализ е DHPLC (течна хроматография) – доста чувствителен, бърз 
и относително евтин, но не е масово достъпен в клиничната практика.

За извършване на анализа е необходим материал от туморна тъкан, отстранена по 
време на операцията. Материалът се съхранява под формата на парафиново блокче в 
центровете по патология към болничното заведение. Оценката на качеството и коли-
чеството на туморната тъкан се извършва от квалифициран лекар-патолог. Необходи-
мият минимум на туморно клетъчно съдържание в парафиново блокче за надеждно 
извършване на последващите анализи е > 70%. 

Доказателства за предиктивно значение. Одобрението на Американската Агенция 
за храни и лекарства (FDA) за адювантно лечение задължава да се прави колкото е 
възможно по-точно геннотипиране на оперирани пациенти с ГИСТ. В двугодишно 
проспективно проучване приблизително 85% от ГИСТ са с локализирана лезия2; по-
ради това въпросът дали да се използва адювантно лечение стои пред повечето от 
новодиагностицираните пациенти. Повечето пациенти с мутации в KIT-exon 11 или 
13 се повлияват от imatinib. Мутации в KIT екзон 9 се свързват с нестомашна лока-
лизация, клиникопатологично по-агресивно протичане и умерена чувствителност към 
imatinib.18 Средната обща преживяемост (ОП) на пациенти с авансирала болест, леку-
вани с imatinib на първа линия, е 5 години, а 34% от пациентите преживяват повече от 
9 години. Метаанализ на фаза III проучвания доказва, че пациенти с екзон 9-мутирал 
ГИСТ имат значително по-дълга преживяемост без прогресия (ПБП), ако са лекувани 
с 800 mg imatinib дневно (препоръчителна доза за тези пациенти). За лечение на паци-
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енти с екзон 11-мутирали тумори са необходими 400 mg.2 Вероятността за първична 
резистентност към imatinib за KIT-екзон 11, KIT-екзон 9 и “див” тип е съотв. 5%, 16% 
и 23%.26  Пациенти с мутации в екзон 9 имат склонност да отговорят по-добре на втора 
линия терапия със sunitinib в сравнение с пациенти с други KIT/PDGFRА-мутации.19 
При по-високорисковата група пациенти, имащи мутация в екзон 9, прилагането на 
адювантна терапия с imatinib се свързва с увеличено подобрение от терапията до 3 
години в сравнение с едногодишен прием. Въпреки това, броят на пациентите в про-
учванията е недостатъчен, за да се направи окончателно заключение за адювантното 
лечение с imatinib.20 Мутации в екзон 13 и 17 са идентифицирани като първични мута-
ции в малък процент от пациентите, показали отговор към лечението. Въпреки че са 
анализирани малък брой пациенти с мутации в екзон 13, данните сочат, че отговорът 
им към лечението е сходен с тези, имащи мутации в екзон 11.18

Резистентност към imatinib може да се появи в рамките на 2-3 години като резултат на 
вторична мутация в KIT. Във фаза II проучване на imatinib при авансирал ГИСТ 67% 
от пациентите, чийто тумор показва резистентност към imatinib, имат нови или вто-
рични мутации в KIT. Те са чести в тумори с първична мутация в екзон 11, но липсват 
при ГИСТ “див” тип.18  За разлика от първичните мутации, които активират KIT и се 
намират в екзони 9 и 11, вторичните са концентрирани в два региона на KIT-киназния 
домен: единият е АТФ-свързващ участък, кодиран от екзони 13 и 14, и мутации в него 
директно са свързани с лекарствено взаимодействие; вторият е активационна примка 
(екзони 17 и 18), където мутациите могат да стабилизират KIT в активната му форма и 
да възпрепятстват лекарственото взаимодействие. In vitro изследвания показват нали-
чие на инхибиране със sunitinib на двойните KIT-мутанти, съдържащи мутации в екзон 
13, за разлика от imatinib.18 Според преклинични изследвания както imatinib, така и 

sunitinib не са ефективни в случай на мутация в екзон 17 на KIT-мутации. При тези 
пациенти е подходящо прилагане на regorafenib.17 Последният значимо удължава ПБП 
при пациенти с авансирал ГИСТ и с  вторична мутация в екзон 17 на KIT. 21

Анализ на соматичните туморни мутации дават както прогностична, така и предиктив-
на информация при обсъждане на адювантна терапия.22 По правило ГИСТ с KIT-екзон 
9-мутация или екзон 11 мутации, свързана с делеция на кодони 557 и 558, се асоциират с 
неблагоприятна прогноза, ако се лекуват само хирургично, докато пациенти с PDGFRA 
екзон 18 мутация D842V обичайно имат добър изход.23, 24  Почти всички KIT-екзон 9-му-
тации са дупликации на кодони 502-503, водещи до дупликации на аланин и тирозин, 
докато делециите, включващи KIT-екзон 11 кодони 557-558, имат варираща дължина и 
могат да представляват делеция, комбинирана с инсерция. Някои изследвания на ГИСТ 
показват, че тези с делеции в екзон 11 KIT имат по-неблагоприятен ход, сравнени с ед-
нонуклеотидните замени в същия екзон.18, 25 Други изследвания показват, че освен раз-
ликите между мутации в различните екзони, видът на мутацията (еднонуклеотидна или 
засягаща няколко кодона) може да носи различна прогностична информация. Делеции 
в KIT-екзон 11 се асоциират с риск за метастазиране, докато тези, засягащи кодони 557-
558, показват по-висок риск от прогресия. 23, 24, 27, 28 Освен това единични замени в KIT-
екзон 11 корелират с по-дълги ПБП и ОП.23, 27, 28 Дупликации в KIT-екзон 9, които се на-
блюдават основно при интестинални форми, се асоциират с по-агресивно поведение.27, 28 

Въпреки че недостатъчен брой пациенти са включени в детайлно изучаване на отгово-
ра към imatinib или sunitinib, има данни, показващи тенденция за значително подобря-
ване на ПБП при пациенти с мутации в PDGFRА, различни от D842V, една година след 
адювантна терапия с imatinib и имат по-добра прогноза.29  D842V-мутацията, намираща 
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се в екзон 18, води до замяната на аспарагинова киселина (D) с валин (V) в позиция 842. 
Открива се в отделна подгрупа от ГИСТ, най-често локализирани в стомах. Установено 
е, че D842V-мутацията се свързва с резистентността към ТКИи. Най-общо, D842V се 
открива до 10% от случаите с ГИСТ и e една от най-честите единични мутации. Свър-
зана е с нечувствителност към imatinib in vitro15 и при 31 пациенти с D842V-мутация не 
е постигнат отговор към imatinib при aвансирал ГИСТ.30  Повечето от другите мутации, 
които рядко се наблюдават в PDGFRA  локус D842, като RD841-842KI, DI842-843IM, 
D842Y, D842I и делеция I843, са също свързани с резистентност на imatinib.15 

Макар мутациите в KIT и PDGFRA да имат прогностично значение, те не са вклю-
чени в настоящите схеми за стратифициране на риска, защото са идентифицирани 
многобройни техни варианти при ГИСТ и не е ясно дали носят допълнителна ин-
формация, независимо от останалите прогностични фактори. Мутационният анализ 
може да допринесе за прогностична информация при някои специфични подтипове, 
а откритите мутации са критичен предиктивен биомаркер, определящ активността 
на ТКИи.

А

�� Определяне на мутационен KIT/PDGFRA-статус се препоръчва чрез алел-специфичен PCR и/или секвениране като предиктивен маркер при 
локализирана и метастатична болест на ГИСТ.

�� При ГИСТ се препоръчва генотипизиране в следните случаи: (i) за потвърждаване на нетипични случаи; (ii) за предсказване на полза от imatinib при 
авансирала болест; (iii) за решение за използване на адювантен imatinib; (iv) за избор на удвоена доза imatinib – 800 mg (при KIT-мутации в екзон 9);  
(v) за идентифициране на резистентност към всички тирозинкиназни инхибитори.

�� При високорисков ГИСТ адювантно лечение с imatinib не се препоръчва при пациенти с предсказваща резистентност от мутация PDGFRA – D842V.
�� Имунохистохимична експресия на CD117 при ГИСТ не се препоръчва за предсказване на отговор към imatinib.

B

�� Изследвaне на мутации в KIT и PDGFRA се препоръчва с цел получаване на прогностична информация, свързана с протичане на болестта и с поява на 
резистенност към тирозинкиназни инхибитори.

�� При отсъствие на KIT- и PDGFRA-мутации се препоръчва обсъждане за изследване на BRAF-мутация и за имунохистохимично изследване на експресия 
на SDHB-белтък.

�� При липса на SDHB-експресия се препоръчва генетична консултация и изследване на герминативна SDH-мутация.
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1.19. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ КОЖНИ МАЛИГНЕНИ 
ТУМОРИ

1.19.1. Предиктивни биомаркери при меланом
1.19.1.1. Туморна дебелина по Breslow и хистологична улцерация

Красимир Киров

Патологични принципи. Туморна дебелина и улцерация са два основни независими 
фактори, определящи прогнозата на първичния тумор и се използват в TNM-класифи-
кация на кожен меланом (КМ). Те предопределят както поява на регионални метастази 
(микрометастази при биопсия на сентинелни лимфни възли – N1а-2a или клинични 
макрометастази – N1в-2b), така и за хематогенни метастази (M1a-d).

Туморна дебелина. Тя е специфичен независим прогностичен фактор при КМ с висока 
статистическа значимост (p < 0.0001). През 1969 г. W. Clark въвежда петстепенни нива 
на микроинвазия до отделните анатомични слоеве на кожата: І – епидермис, ІІ – папи-
ларна дерма, ІІІ – преминаване на границата папиларна/ретикуларна дерма, ІV – рети-
куларна дерма и V – хиподерма.¹ През 1970 г. A. Breslow сравнява прогностичното зна-
чение на диаметъра на тумор, микроинвазия по Clark и дебелина на тумор, измерена 
с микроокуляр в mm, от гранулозeн слой до най-дълбоко проникнала част на тумора 
и установява, че най-голямо значение има туморната дебелина. Определя и пет точки 
на прогностично пречупване (cut-offs) на 0.75 mm, 1.5 mm, 2.25 mm, 3 mm и > 3 mm.² 
В последствие стадирането по Bresow е променено на четиристепенно: 0.76, 1.5, 4 и > 4 
mm, като заедно с нивата по Clark определя Т-категорията в TNM-класификацията до 
Шеста версия от 2002 г., когато прогностичните точки са променени на 1, 2, 4 и > 4 mm.

Улцерация на тумора. Тя е специфичен независим прогностичен фактор при КМ с ви-
сока статистическа значимост (p < 0.0001) и участва в определяне на Т-категория: Т1а-4а 
(без улцерация) и Т1в-4в (със улцерация).3-9 По-честа е при спорадични меланоми, при 
които няма зависимост от ултравиолетови лъчи – акрални, субунгвални и мукозни.

Аналитични методи за изследване. Потвърждение за наличие на улцерация е хис-
тологично изследване с H&Е и имунохистохимия (ИХХ). Хистологичните картини на 
улцерации са три вида: инфилтративна (причиняваща инвазия и ерозия на епитела), 
туморогенна (изтъняваща епитела) и травматична, която няма прогностично значение. 
Улцерацията с епидермална инвазия е най-честа при повърхностно разпространяващи 
се меланоми, като туморните клетки разкъсват адхезионните връзки между кератино-
цитите. Туморогенната (attenuative) улцерация е предимно при нодуларни меланоми, 
без епидермална инвазия, но нарастващият туморен обем изтънява и разкъсва епи-
тела. Прогностично значение при улцерация има размерът ѝ. Петгодишната преживя-
емост при пациенти с минимална и умерена големина на улцерация (< 70% от площа 
на тумора или < 5 mm диаметър) е съотв. 80.4% и 82.7%, а при обширни улцерации (> 
70% и > 5 mm) – 66.4% и 59.3%.13 Освен размер, предшестващата епидермална реакция, 
изконсумирането на епитела (COE) и реактивната епидермална хиперплазия (реепи-
телизация след възпалителна реакция) имат също прогностично значение. При ИХХ 
с Melan-A/Ki67 за меланомни клетки, CD66b за неутрофили и CD163 за макрофаги се 
установява, че тумори с СОЕ имат в 37% повече пролифериращи клетки (p = 0.0046), 
но не и инфламаторни клетки, докато те са с 18% повече при тумори с  хиперплазия 
или реепителизация (p = 0.0021). Затова предложението за дефиниция на улцерация е 
“загуба на епидермиса над тумора с инфилтрация от неутрофили или фибринови отла-
гания, изтъняване, заличаване или реактивна хиперплазия на околния епител“.14
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Доказателства за предиктивно значение. Десетгодишната преживяемост при па-
циенти с Т1 е 92%, с Т2 – 80%, с Т3 – 63% и с Т4 – 50% (p < 0.0001).4 За микроинва-
зия по Clark се установява, че има прогностично значение само за тумори до 1 mm 
(Т1) и то само за петгодишна преживяемост (p = 0.37). Затова в Седма редакция на 
TNM-класификацията (2010 г.) е заменена с брой на митози в Т1в ≥ 1/mm2, а в Осма 
редакция (2017 г.) Т-категорията се определя само от дебелина и улцерация.3-8 Петго-
дишната преживяемост при пациенти без улцерация на КМ е 91% (80% от пациентите 
в проучването са Т1-2), а при тези с улцерация – 77.5%.9, 10 При КМ в стадий ІІв-ІІІ 
единственото регистрирано адювантно лечение е с IFN-alfa. Подгрупови анализи на 
проучвания на EORTC 18952 и 18991 установяват, че улцерация на първичен меланом 
е единствен предиктивен фактор за ефект от терапията със статистическа значимост 
(p < 0.001).15, 16 Проучване на причините на молекулярно ниво установи, че меланоми с 

улцерация имат различен генотип от тези без улцерация. Десет гена (FGFR2, FGFR3, 
HLF, DSP, EGFR, CEBPA, PTGS1, KCNK6) са свързани с улцерация.17, 18 Промени има и в 
сигналния път JAK-STAT, който регулира антипролиферативния, имунния, антианги-
огенезния и проапоптичния ефект на интерфероните. При улцерирали меланоми има 
повишен синтез на STAT5, който действа антагонистично на STAT1, част от JAK-STAT, 
и този сигнален път е подтиснат. Ефектът от адювантна терапия с IFN-alfa най-вероят-
но се дължи на възстановяване на функцията на JAK-STAT.17, 18 Особеностите в биоло-
гичното поведение на улцерирали меланоми и техните молекулярни характеристики 
повдигат въпрос дали не трябва да се разглеждат като отделна нозологична подгрупа.19 
При биопсия на сентинелни лимфни възли процентът на метастатични лимфни възли 
(N1a-2a) нараства с дебелината на тумора и наличието на улцерация (T1b-4b).20	

А Хистологична детекция на улцерация при кожен меланом се препоръчва като предиктивен фактор за ефективност на адювантна терапия с IFN-alfa.

Туморна дебелина и улцерация са основни прогностични фактори на първичен кожен меланом и е необходимо да бъдат точно определени и дефинирани 
от патолога.
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1.19.1.2. Първичен туморен митотичен брой
Красимир Киров

Патологични принципи. Броят на митози (количествено измерване на меланомна 
пролиферация) е най-важният прогностичен фактор за туморна прогресия и обща 
преживяемост (ОП) след дебелина при първичен кожен меланом (КМ).¹ Десетгодиш-
ната преживяемост варира от 93% при 0 митози/mm² до 48% при > 20 митози/mm² (p < 
0.001). Средният брой митози се увеличава с туморната дебелина: при ≤ 1 mm – 1/mm², 
1-2 mm – 3.5/mm², 3-4 mm – 7.3/mm² и > 8 mm – 9.6/mm². Броят митози се увеличава 
и при наличие на улцерация – 59% от тумори с улцерация имат > 5/mm² в сравнение с 
16% при тумори без улцерация (p < 0.001).¹ Първото съобщение за по-лоша ОП според 
брой на митози е отAllen and Spitz от 1953 г.², но 50 години по-късно броят на митозите 
е определен като независим прогностичен фактор и е включен в Седма редакция на 
TNM-класификацията (2010 г.) при определяне на Т1:Т1а – 0 митози/mm² и Т1в ≥ 1/
mm².5-7 В някои проучвания броят на митози е с по-голяма значимост от улцерация.8

Аналитични методи за изследване. За определянето на наличие на митоза в туморна 
клетка срезове с дебелина 5 µм се оцветяват с H&Е. Трябва да са налице влакнисти 
удължения на кондензираната маса хроматин и трябва да отговаря на картина на мета- 
или телофаза. Съществуват два протокола за определяне на брой на митози: от 1972 
г.³, приет на International Pigment Cell Conference, и от 1982 г. на International Pathology 
Workshop4. В протокола от 1972 г. (метод на средни стойности) се определят митозите 
в 10 полета на голямо увеличение (400x) и крайният резултат е средноаритметична 
стойност на брой за пет полета (отговарящи на 1 mm²). В протокола от 1982 г. се оп-

ределя поле с най-много митози (гореща точка) и четири съседни и крайният резултат 
е общият сбор на 1 mm². При сравняване на резултати преди и след 1982 г. се устано-
вяват значими разлики8 и затова при въвеждане на брой митози в Седма редакция на 
TNM-класификацията се прие да се използва само протокола на „горещата точка” от 
1982 г.7 Най-голямо прогностично значение броят митози има в Т1 (p = 0.001) и Т2 (p = 
0.006), като при Т3 и Т4 намалява.8

Доказателства за предиктивно значение. Позитивните сентинелни лимфни възли 
(СЛВ) са прогностичен фактор с най-висока знамимост за първичен КМ – категоричен 
признак за метастатичен потенциал (p < 0.0001). При биопсия на СЛВ се откриват ме-
тастатични възли в около 20%. Предиктивните фактори за позитивен СЛВ са туморна 
дебелина и улцерация9, но с най-голямо значение е броят на митози10. Спорна беше 
целесъобразността от биопсия на СЛВ при пациенти с Т1, тъй като метастази се от-
криват в 2-5%; установи се обаче, че докато при пациенти с Т1а честота е почти 0%, то 
при Т1в (дебелина 0.75-1 mm, улцерация, наличие на митози или Clark ІV и V степен) 
честотата е 10% и провеждането на биопсия при Т1в е препоръчително. При сравнение 
на резултати в Т1в от Шеста и Седма редакции на TNM-класификацията (замяна на 
степени по Clark с брой на митози) броят пациенти с Т1в се увеличава от 10.1% на 
21.5%. Процентът на пациенти с проведена биопсия на СЛВ се е увеличил от 4.5% на 
13%, обаче процентът с позитивен СЛВ е спаднал от 10.5% на 8.8%. Това налага преос-
мисляне на индикацията за биопсия при Т1в, още повече, че петгодишната преживяе-
мост при Т1а е 100%, а при Т1в – 98%.11, 12 В Осма редакция на TNM класификацията се 
предлага броят на митози да отпадне при определяне на Т1 а/в.13
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C Хистологично определяне на първичен туморен митотичен брой при кожен меланом се препоръчва като предиктивен фактор за наличие на метастатични 
сентинелни лимфни възли.

�� При определяне на брой на митози сега се използва протокола от 1982 г. (за „горещата точка”).
�� Хистологично определяне на първичен туморен митотичен брой при кожен меланом не се препоръчва като прогностичен фактор.
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1.19.1.3. BRAF-активиращи мутации
Красимир Киров, Милка Георгиева

Молекулярна биология. Киназите RAF са компоненти от MAPK-сигналния път; ак-
тивносттта им изисква формиране на димери, като това се подпомага от активира-
нето на RAS. Активираните RAF-кинази фосфорилират и активират MEK1/2, които, 
на свой ред, фосфорилират и активират ERK1/2, резултирайки в клетъчна пролифе-
рация, диференциация и автоинхибиторна обратна връзка към горните (upstream) 
компоненти на сигналния път.1 Онкогенното BRAF-сигнализиране води до прогресия 
на меланом чрез активиране на гени, свързани с туморната прогресия, които са след 
BRAF (downstream). Допълнително BRAF индуцира автокринна секреция на рецеп-
тора на съдовия растежен фактор, водеща до ангиогенеза и подпомагаща растежа на 
тумора.2, 3 Около 50% от меланомите имат активиращи мутации в BRAF-гена, които 
увеличават киназната активност и я правят конститутивна. Около 90% от тези му-
тации са на кодон 600, като най-разпространената е BRAFV600E-точкова мутация. 
Други мутации на кодон 600 са BRAFV600K, V600D и V600M.4, 5 По правило BRAF 
V600E-мутации са свързани с лезии, възникващи на фона на бенигнени невуси и са 
по-разпространени при по-млади пациенти на средно изложени на слънце повърхно-
сти. В допълнение, BRAF V600E-мутации са по-характерни при по-възрастни паци-
енти на хронично изложени на слънце повърхности, свързани с меланоми, възниква-
щи на фона на междинни лезии.6

Аналитични методи за изследване. Няколко метода има за откриване на BRAF-мута-
ции: секвениране по Sanger, мутационно-специфични real-time (RT) PCR, пиросекве-
ниране и др.13-15 Двата одобрени FDA/CE-IVD придружаващи теста за BRAF-мутации 

(Cobas®4800 BRAF V600 мутационен тест и BioMerieux (bMx)ThxID®-BRAF) са RT-PCR-
тестове. Известно е вече, че тестът Cobas открива 70% от V600K и 100% от V600E.16 
Според препоръки на ESMO туморни тъкани, за предпочитане метастатични лезии, 
трябва да бъдат тествани за BRAF V600-мутации. Ако са негативни, се продължава мо-
лекулярното тестване за NRAS, c-Kit (мукозни и акролентигинозни първични), GNA11 
или GNAQ (увеални първични); това помага пациентът да се насочи към подходяща 
таргетна терапия или клинично проучване. 

Доказателства за предиктивно значение. Препоръките за първа линия терапия се 
дебатират. Подходящи методи са анти-PD1-терапии, а за BRAF-мутирали меланоми 
– комбинации от BRAF- с MEK-инхибитори.17 В ръководството на NCCN се включва 
BRAFV600-мутационен анализ, защото V600E-или V600K-мутации в BRAF-гена насоч-
ват за таргетна терапия с BRAF-инхибитори. През 2011 г. Американската Агенция за 
храни и лекарства (FDA) одобри vemurafenib за терапия на неоперабилен метастатичен 
меланом с BRAF p.V600E-мутация. Клиничната детекция на BRAF p.V600E е стандарт 
за пациенти с авансирал и метастатичен меланом като предиктивна за отговор към 
vemurafenib, dabrafenib и trametinib.7-9

От друга страна, BRAF V600-мутацията активира нисходящи MEK/ERK-ефектори и 
корелира с по-високи нива на PD-L1-експресия, като подпомага туморните клетки при 
избягване на апоптоза и инициране на метастази.10, 11 Пациенти, считани за PD-L1-по-
зитивни, показват по-благоприятен отговор към nivolumab, отколкото тези с по-ниски 
нива на PD-L1. През септември 2015 г. индикациите на nivolumab бяха разширени (в 
комбинация с ipilimumab) при пациенти с BRAF V600 “див” тип меланом, а при BRAF 
V600-позитивни пациенти – в комбинация с BRAF-инхибитор.12
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A
Тестване за BRAF V600-мутации в първичен тумор или метастаза (за предпочитане) от неоперабилен или метастатичен меланом се препоръчва за се-
лектиране на пациенти за таргетна терапия с BRAF- и МЕК-инхибитори, а при BRAF “див” тип се препоръчва лечение с имунни чекпоинт-инхибитори 
(pembrolizumab, nivolumab, ipilimumab). 

B
�� При метастатичен меланом се препоръчва да бъдат изследвани (преференциално) метастази или първичен тумор за детекция на BRAF V600-мутация. 
Терапевтични опции за първа и втора линия включва анти-PD1-антитела (pembrolizumab, nivolumab) и анти-CTLA4-антитяло (ipilimumab) за всички 
пациенти и комбинация BRAF/MEK-инхибитори за пациенти с BRAF-мутирал меланом. 

�� Като методи за анализ на BRAF V600-мутации се препоръчват алел-специфична PCR или секвениране.

C
�� При меланоми с BRAF V600-мутации с бавно развитие и очаквана продължитеност на живот над 3 месеца може да се обсъжда първа линия лечение с 
чекпоинт-инхибитори (pembrolizumab, nivolumab, ipilimumab).

�� Препоръчва се материалите за биомаркерно изследване да се оценяват от патолози за адекватност на пробата (качество и количество на тъканта, 
съдържание на туморни клетки) с последващо изготвяне на срезове за изолиране на ДНК.

�� Хистоморфологична верификация, преценка на адекватност на пробите (определяне количество и качество на тъканта), определяне съдържанието 
на туморни клетки, изготвяне на срезове и молекулярно-патологично тестване трябва да се извършват в един център. Хистопатологичната оценка 
на пробите е критична за достоверност на резултатите, предпазва от фалшиво негативни резултати и неуспешни тестове. Това предполага 
задължително включване на правила за молекулярно-патологично тестване като част от стандарта по патология.

�� За повече от 90% от пробите времето на извършване на BRAF-тестване трябва да е ≤ 7 работни дни от дата на получаване в тестващата 
лаборатория до време за даване на резултата.

�� Лабораториите трябва да използват валидирани методи за биомаркерно тестване на меланом, които да изпълняват стандартите за клинични 
молекулярно-патологични тестове.
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�� Трябва да се организира и изгради система от мерки за бързо пренасяне на тъканни проби от референтни центрове до тестващи лаборатории, за да 
се минимизира времето за тестване и да се избегне забавяне на информацията за пациентите с метастатичен меланом.

�� При тестване на биомаркери трябва да се следват сходни качествен контрол, политики и процедури за осигуряване на качество, както при 
останалите клинични лабораторни тестове.
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1.19.1.4. c-KIT-активиращи мутации
Красимир Киров, Милка Георгиева

Молекулярна биология. Протеинът c-KIT (SCFR или CD117) е трансмембранен ре-
цептор, кодиран от c-KIT-ген. Има специфичен лиганд – SCF (стволовоклетъчен фак-
тор, c-KIT-лиганд или мастоцитен растежен фактор). Лигандът се състои от две ал-
тернативни форми. Едната е разтворима, която веднага стимулира протеинкиназната 
активност при меланоцити, гоноцити, тъканни мастоцити, епителни клетки на гърда, 
мастни жлези и базален слой на кожа; активира сигналните пътища МАРК, PI3K и JAK/
STAT. Втората е свързана с мембраната и стабилизира рецептора, като го предпазва от 
преждевременно разпадане.1 При меланом мутациите на протоонкогена c-KIT са най-
чести при мукозни, акрални и меланоми, свързани с хронично излагане на слънчева 
светлина, съотв. в 29-39%, 18-36% и 23-28%.2, 3

Аналитични методи за изследване. Диагностикатана с-КІТ се извършва имунохис-
тохимично (ИХХ) върху тъканен срез (a tissue microarray, TMA) с платформа Ventana 
Benchmark® (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, Arizona). Използва се заешко поли-
клонално антитяло срещу сКІТ (DAKO® A4502) в разреждане 1:100. Локализацията на 
мутациите се определят чрез секвениране.

Доказателства за предиктивно значение. За разлика от BRAF и NRAS, които 
имат лоша прогноза при поява на метастази, при с-КІТ няма установена такава за-
висимост. Дори обратно, при in vitro и in vivo проучвания с меланомни клетки се 

установи, че експозиция на с-КІТ-позитивни клетки на SCF активира апоптозата, 
което не се наблюдава при с-КІТ-отрицателни меланомни клетки или нормални 
меланоци. Тъй като SCF нормално се секретира от кератиноцити и други дермални 
клетки, загубата на експресия на с-КІТ може да доведе до загуба на с-КІТ/SCF-
медиирана апоптоза и до туморен растеж и пролиферация.4, 5 При таргетиране на 
с-КІТ не се постигат резултати, сравними с инхибицията на BRAF V600. Причината 
е, че мутациите са различни. Като водещи се очертават само тези на екзон 11 и 13 
(“hotspots”) и само при тях се постига добър терапевтичен ефект (степен на обек-
тивен отговор – 50%). Те имат предиктивно значение, докато останалите мутации 
са съпътстващи (passenger mutations) (амплификация на с-КІТ, често съчетана с 
мутации на NRAS) и не подлежат на таргетна терапия, т.е. имат негативно предик-
тивно значение.6 Проведени са проучвания до фаза II с imatinib, sunitinib, sorafenib, 
nilotinib, dasatinib и masatinib; резултати са сходни за различните препарати – ту-
морен отговор в 16-28%.21-23 Резултатите от медианно време до прогресия (мВДП) 
и обща преживяемост (ОП) са незадоволителни – съотв. 2.7 и 11.8 месеца. Поради 
трудно намиране на пациенти засега таргетната терапи при c-KIT-мутации оста-
ват във фаза II (NCT00470470). През 2010 г. беше стартирано фаза III проучване с 
nilotinib, но пак поради недостиг на пациенти премина във фаза II (TEAM Trial). За-
сега няма предстояща регистрация на с-КІТ-инхибитор.7-14 Като най-перспективна 
се очертава имунотерапия с анти-PD1- ± CTLA4-антитела. В проучване CheckMate 
067 туморният отговор при мукозен меланом е 23.1% с анти-PD1- и 37.2% с анти-
PD1- + CTLA4-антитела.15, 16
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B
�� Препоръчва се тестване за с-KIT-мутации само при пациенти с акрални и мукозни меланоми.
�� При метастатични акрални и мукозни меланоми се препоръчва тестване за с-КІТ-мутации с цел селекция на пациенти за таргетна терапия със с-КІТ-
инхибитори (imatinib) (при екзон 11- и 13-мутации).

�� За тестване на с-КІТ-мутации се препоръчва директно секвениране и не се препоръчва имунохистохимично изследване.

Засега при меланоми със с-КІТ-мутации няма регистрирана успешна таргетна терапия; ефективна е имунотерапия с анти-PD-1-антитела.
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1.19.1.5. Изходен чревен микробиом
Красимир Киров

Биология. Чревната микрофлора влияе върху много физиологични процеси и на-
рушаването ѝ (дисбиоза) може да причини редица патологични състояния. От 60-те 
години на ХХ в. започват проучвания за влиянието на микроорганизмите върху ме-
таболизма на медикаментите1 и върху значението им за риска в канцерогенезата на 
някои тумори (онкомикробиом) като колоректален карцином и др.2-6. През последните 
20 години се установиха много in vitro и in vivo доказателства за влиянието на чревната 
микрофлора върху метаболизма и ефекта от лечението с цитостатици (5‑fluorouracil, 
cyclophosphamide, irinotecan, oxaliplatin, gemcitabine, methotrexate), а напоследък – и с 
блокажни имунни инхибитори, главно при лечението на меланом.

Чревната микрофлора (микробиота) модулира терапевтичните агенти чрез клю-
чови механизми, обединени в акронима TIMER (Translocation, Immunomodulation, 
Metabolism, Enzymatic degradation, Reduced diversity). При транслокация коменсалните 
бактерии (Lactobacillus jonsonii и Enterococcos hirae) прекосяват чревната бариера и се 
установяват в слезка и регионални лимфни възли, променяйки терапевтичната ефек-
тивност на cyclophosphamide.7 От друга страна, имуномодулацията е главен механизъм 
на въздействието им при блокажните имунни чекпоинт-инхибитори. 

Аналитични методи за изследване. Методологията включва микробиологично из-
следване на фекални проби и генетично изследване на бактериалните популации. Ге-
номната ДНК се екстрахира от фекални проби и се извършва метагеномно “shotgun” 

секвениране (MSS) на  IlluminaHiSeq 2500 PE-100. Таксономен (MetaPhlAn) и функцио-
нален (HUMAnN) анализ се извършва на данните от MSS.11

Доказателства за предиктивно значение. При опити с мишки без чревна флора (germ-
free) не е установено никакво повлияване на тумора при лечение с анти-CTLA4-анти-
тела. Bacteroidales са негативен терапевтичен предиктор за ефективността на Ipilimumab, 
понижавайки активността на ефекторните CD4+ клетки от слезката и на тумор-инфил-
триращите лимфоцити.8-9 При терапия с анти PD-L1-антитела високата концентрация на 
Bifidobacterium е позитивен предиктор като активира дендритните клетки, индуцира ту-
мор-специфични Т-лимфоцити, увеличава концентрацията им в туморната микросреда 
и засилва ефекта от терапията.10 На ASCO 2017 бяха съобщени данни за четири микро-
организми, които се откриват най-често и статистически значимо при пациенти, повли-
яли се от терапията: Methanobrevibacter smithii (p = 0.03), Bacteroides thetaiotamicron (p 
= 0.03), Lactobacillus plantarum (p = 0.04) и Eubacterium limosum (p = 0.01).11 Промени в 
метаболизма, причинени от бактерии, оказват влияние при появата на колит като най-
драматично странично действие на Ipilimumab. Понижаването на броя на Bacteroidetes 
води до дефицит на продукцията на витамин В и транспорта на полиамин, което увели-
чава риска от индуциран колит при блокада на CTLA-4.12

От друга страна, ензимният разпад и пониженото разнообразие на микробиома понижа-
ва активността на цитостатиците 5‑fluorouracil, irinotecan, gemcitabine и methotrexate. В 
процес на проучване е възможността да се модулира чревния микробиом чрез подходя-
щи антибиотици (онкомикробиотици), про- и пребиотици, дори и чрез използването на 
фекални екстракти за подготовка за последващата химио- или имунотерапия.
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D �� Чревният микробиом може да бъде таргет, моделиращ ефективността и токсичността на цитостатична и имунотерапия.
�� Чревният микробиом може да бъде използван в разработка на прецизни терапевтични стратегии с антитуморни агенти от ново поколение.
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1.19.2. Предиктивни биомаркери при немеланомни малигнени 
кожни тумори
1.19.2.1. Hedgehog-мутации

Красимир Киров, Мариела Василева

Молекулярна биология. От злокачествените немеланомни кожни тумори най-чести 
са базоцелуларен (БЦК) и плоскоклетъчен (ПКК).1 Патогенезата на ПКК е свързана 
както с кумулативен ефект на ултравиолетови лъчи (УВЛ) и причинени от тях прекан-
церози, така и от имуносупресивни състояния и болести, НРV-инфекции, генетични 
болести и синдроми – xeroderma pigmentosum (XP), epidermolysis bullosa и др.2, 3, 13 
Ранните генетични промени са загуба на функция на туморния супресор р53, докато 
активиране на онкоген може да бъде различно – аберантно активиране на рецептора 
на епидермалния растежен фактор (EGFR), RAS, Fyn (член на Src-тирозинкиназна фа-
милия, SFK) или на p16INK4a-сигналния път, нарушения на ДНК-репарация при ХР.3 
С въвеждане на с-КІТ- и BRAF-инхибитори се установи като странично действие на 
лечението хиперпролиферация на BRAF “див” тип (WT)-кератиноцити, резултат на 
„парадоксална” активация на RAS и поява на кератоакантоми и ПКК.4

При БЦК патогенезата включва значимо влияние на УВЛ. Ако то е интермитентно, 
както при меланом5, 6, използването на фотозащитни кремове е с много по-малък 
ефект, отколкото при ПКК и лъчеви преканцерози7-9. Ранни генетични промени са за-
губа на функция на туморния супресор р53 и патологична активация на сигналния път 
(Sonic) Hedgehog (SHH) (в 90%). По правило SHH е активен през ембрионалното раз-
витие, а постнатално се активира физиологично в диференцирани тъканни стволови 

клетки.10 Пренаталното му блокиране води до тежки малформации, а постнаталното 
патологично активиране участва в патогенезата на над 30 вида тумори. Сигналният 
път се състои от няколко медиатора. Най-важните са Patched (PTCH1), Smoothened 
(SMO), Suppression of fusion (SUFU) и Glioma (Gli), които подържат пътя в неактивно 
състояние чрез последователна супресия.11-14 Активирането му настъпва физиологич-
но или патологично при авто- или паракринна секреция на лиганд SHH, който бло-
кира PTCH1 и води до неговото разграждане в лизозомите. При загуба на супресия 
(най-вероятно чрез понижение на метаболизма на оксистерола) SMO се активира (има 
ролята на онкоген при патологични състояния), като се прекратява супресията на Gli и 
се активират транскрипционни фактори в клетъчното ядро. Процесът води до некон-
тролируема пролиферация и супресия на апоптоза.13 Такава е патогенезата на повечето 
тумори и те се определят като лиганд-зависими. При БЦК, медулобластом и рабдоми-
осарком патологичното активиране на Hedgehog-сигналния път е лиганд-независимо, 
т.е. не се дължи на повишена секреция на SHH, а на мутации на PTCH1 (загуба на функ-
ция на супресор) или SMO (активиране на онкоген). При спорадичен БЦК в 90% от 
случаите с SНН-активиране има мутация на PTCH1, а в 5% – на SMO.13 От генетичните 
наследствени болести от най-голямо значение са базалноклетъчен невоиден синдром 
(BСNS) и ХР. Синдромът на Gorlin-Goltz (BСNS) e автозомно-доминантно унаследява-
не на мутация в единия алел на PTCH1 на хромозома 9q22-31.15-17 Проявява се с мно-
жествени БЦКи, одонтогенни кисти, калцификация на falx cerbri, трапчинки по длани 
и ходила и рядко – кисти в мозък и други органи, както и риск от поява на медулоб-
ластом в детска възраст. При ХР се появяват както ПККи, така и БЦКи.18 Разработени 
са инхибитори на Hedgehog сигналния път (НН-инхибитори или SMO-антагонисти), 
които алостерично блокират SMO-сигналния път, независимо от мутация.19, 20
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Аналитични методи за изследване. Лабораторното установяване на мутациите става 
чрез цялостно генетично секвениране или секвениране от ново поколение (NGS).

Доказателства за предиктивно значение. Тъй като 90% от БЦКи имат HH-мутация, 
тя не е от прогностично значение. Изключение е BNCS поради съпътстващите услож-
нения. Мутациите имат висока предиктивност за успешното таргетиране с НН-инхи-
битори. След лабораторни опити с циклопамин (растителен алкалоид, причиняващ 
тежки малформации на плода поради блокиране на Hedgehog-сигналния път) бяха раз-
работени няколко НН-инхибитора, два от които са вече с регистрация (FDA и ЕМА) 
като SMO-антагонисти: vismodegib и sonidegib на база на фаза II проучвания (Erivance 
и Bolt). Eфикасността, безопасността и поносимостта на двата агента са сходни: обек-

тивна степен на отговор (OСО) – 47.6% при авансирал БЦК и 33.3% – за метастатичен. 
Медианната продължителност на отговора е 9.5 месеца. При BCNS туморното повли-
яване е над 85%.19, 20 В България е регистриран само vismodegib. Контрол над болестта 
се постига в над 80% от случаите. Причина за липса на туморно повлияване е поява на 
резистентност, първична или придобита, която най-често се дължи на SMO-мутации, 
които възпрепятсват блокажа на SMO-антагонисти, или амплификация на Gli.21 При 
постигане на най-добър отговор се проучва ефикасността от оперативно лечение, т.е. 
таргетната терапия има неоадювантен характер (Vismoneotrial).22 При резистентност 
се разработват нови комбинации с Itroconazole, арсениев оксид, както и комбинация на 
vismodegib c анти-PD-1-антитела.23

В При нерезектабилен или метастатичен базоцелуларен карцином, включително и при синдром на Gorlin-Goltz, невъзможен за хирургичен контрол (BСNS), 
се препоръчва лечение със SMO-антагонисти (vismodegib, sonidegib), независимо от вида на мутации в Hedgehog-сигналния път.

�� При нерезектабилен и метастатичен базоцелуларен карцином не се налага рутинно изследване на мутации на PTCH1 и SMO.
�� Тъй като почти при всички пациенти, повлияли се от SMO-антагонисти, се появява рецидив на болестта, трябва предварително да се обмисли 
оперативно лечение при постигане на най-добър отговор или при първа поява на рецидив.
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1.19.2.2. MCPyV-експресия
Красимир Киров, Мариела Василева

Молекулярна биология. Merkel-клетъчният карцином (MКК) е рядка злокачествена 
болест с бързо увеличаваща се заболяемост. Въпреки че се приема за невроендокринен 
тумор, произходът на туморните клетки е спорен, като се предполага, че може да произ-
хождат от епидермални стволови клетки.1-6 През 2008 г. се установи, че в Европа, Сащ и 
Япония 80% от случаите се причиняват от полиома вирус (MCPyV-позитивни), докато в 
Австралия вирус-позитивни са само 40%, а и за останалите MCPyV-негативни се прие-
ма, че основен етиологичен агент са ултравиолетови лъчи (УВЛ).7 При МКК с MCPyV-
позитивност се устновява висок титър на антитела срещу вируса и по-добра прогноза 
на болестта – с по-дълъг период до прогресия.8 Вирусът не е трансмисионен, което се 
дължи на неговото интегриране в генома на клетката по моноклонален начин; вирус-
ният голям Т-антиген (LTA) има мутации, които възпрепятстват неговата репликация и 
играе роля на супресор.9 Напоследък MCPyV е класифициран от IACR като карциноген 
клас 2а.10 Вирусният малък Т-антиген (STA) е необходим за туморна пролиферация чрез 
повишена експресия на PDFGR-alfa и KIT и активиране на сигналния път PTI3/mTOR/
AKT.11, 12, 14 От in vitro модели се предполога, че експресията на цялата дължина на LTA е 
способна да прекъсне стабилността на клетъчния геном и да активира мутагенния ензим 
APOBEC3B, както при други онкогенни вируси като НРV.13 По отношение на мутацион-

ния статус се установи, че МКК MCPyV-негативен (УВЛ-индуциран) има многократно 
повече мутации (1124 на екзом), предимно с УВ-сигнатура, отколкото MCPyV-позитивен 
(12 на екзом).15 Въпреки малкият брой мутации, те са достатъчно имуногенни, за да пре-
дизвикат имунен отговор и да бъдат обект на имунотерапия.16

Аналитични методи за изследване. Вирусният причинител на МКК – MCPyV се от-
крива с RT-PCR.7

Доказателства за предиктивно значение. В нерезектабилен стадий ІІІ и ІV при па-
циентис МКК все още основно системно лечение е платина-базирана химиотерапия. 
За съжаление, след 2-3 цикъла болестта прогресира и не се установява промяна в пре-
живяемостта.18 Поради повишена експресията на PDFGRА и KIT се изпробва таргетна 
терапия с imatinib, при която са описани успехи19, но те не се потвърждават в клинични 
проучвания20. Най-голям успех засега е постигнат чрез имунотерапията с анти-PD-1/
PD-L1-антитела. През март 2017 г. Американската Агенция за храни и лекарства (FDA) 
регистрира avelumab за втора линия след химиотерапия при дисеминирана болест на 
база на резултатите от фаза II проучване.21 Постигнат е туморен отговор в 33% както 
при PD-L1-позитивни, така и при PD-L1-негативни, както при MCPyV-позитивни, така 
и при MCPyV-негативни, въпреки че резултатите са най-добри при PD-L-позитивни/
MCPyV-позитивни. С първа линия pemrolizumab има фаза II проучване и резултатите 
са още по-добри – туморен отговор в 56%.22	
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�� При метастатичен Merkel-клетъчен карцином засега не се препоръчва рутинно тестване на MCPyV-статус за избор на системна терапия.
�� След прогресия на платина-базирана химиотерапия за втора линия системна терапия се препоръчва анти-PD-1-имунотерапия с avelumab, независимо 
от PD-L1/MCPyV-статус.

D При авансирал Merkel-клетъчен карцином като първа линия може се обсъжда имунотерапия с pembrolizumab.

Засега системното лечение на Merkel-клетъчния карцином е платина-базирана химиотерапия.
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1.20. ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ САРКОМ НА EWING
1.20.1. EWSR1-ETS-транслокация

Драга Тончева

Молекулярна биология. Хромозомната транслокация t(11:22)(q24:q12) е водещо ге-
нетично нарушение при 85% от саркомите на Ewing. Тя засяга два гена: EWSR1 и FLI, 
които образуват фузионен ген. Генът EWSR1 е локализиран върху хромозома 22q12.2, 
структурата му включва 17 екзони и произвежда 20 транскрипти (сплайс варианти) в 
резултат на алтернативен сплайсинг.1, 2 Идентифицирани са псевдогени, локализирани 
на хромозоми 1 и 14. Първите седем екзони на EWSR1 кодират N-терминален домейн, 
а екзони 11, 12 и 13 кодират RNA-свързващ домейн. N-терминалният домейн на гена 
участва в хромозомна транслокация, специфично регулира активното свързване на 
РНК и транскрипционната активност на химерния протеин. Протоонкоген FLI1 е лока-
лизиран на 11q24.3 хромозомен район; генът кодира транскрипционен фактор, съдър-
жащ ДНК-свързващ домейн, и играе съществена роля в ембриогенезата, развитието на 
кръвоносните съдове и мегакариопоезата. В резултат на хромозомно преустройство 
t(11;22)(q24;q12) генът EWS се транслоцира от 22 върху 11 хромозома; това води до 
образуване на фузионен онкоген EWS-FLI1, съдържащ в 5’-края части от гена EWSR1, а 
в 3’-края – част от FLI1. Фузионният ген кодира абнормен онкогенен транскрипционен 
фактор EWS-FLI1, който представлява водеща мутация за малигнена трансформация 
на клетките, тъй като регулира експресия на много таргетни гени. Той се открива при 
80-90% от случаите със сарком на Ewing. Линиите на прекъсване най-често засягат ин-
троните на двата гена и варират по локализация. В ген EWSR1 районът с най-много 
прекъсвания (BCR, breakpoint cluster region) е малък (около 5 kb), но е локализиран в 

интрони 7 или 8 и рядко – в 10.9, 10 В FLI1-ген BCR е по-голям (над 30 kb) и се намира в 
екзони 4-9. В зависимост от линията на прекъсване EWS/FLI1-генът има два типа: (i) 
тип 1 фузионен ген (известен като 7/6), състоящ се от екзони 1-7 на EWSR1, свързани 
с екзони 6-9 на FLI1-ген; среща се при 60% от случаите; (ii) тип 2 фузионен ген (из-
вестен като 7/5), който е рядък и съдържа екзони 1-7 на EWSR1, скачени с екзони 5-9 
на FLI1-ген, и е идентифициран при 25% от случаите. По-нови проучвания показват, 
че хромозомната транслокация генерира, освен основния фузионен ген EWS-FLI-1, и 
допълнителен ген FLI-1-EWS, който може впоследствие да се загуби. Фузионният ген 
тип 1 асоциира с много по-добра прогноза от другите типове, вероятно поради по-
слаба активност на химерния транскрипционен фактор 21. Онкогенният потенциал на 
фузионния ген EWS-FLI-1 се дължи на ролята му да индуцира или подтиска таргетни 
гени (DAX-1, GLI1, CCK, FOX, LOX), които се явяват интересни мишени за разработва-
не на нови таргетни терапии. Все още молекулната патогенеза на саркома на Ewing не 
е задълбочено проучена и новостите в тази област биха могли да доведат до по-специ-
фична и по-малко токсична терапия.

Освен най-честата транслокация t(11;22)(q24;q12), срещат се и други транслокации, 
при които EWSR1 се свързва с много други партниращи гени от фамилията ETS (E-
twenty-six) на транскрипционни фактори.3-10

Аналитични методи за изследване. Хромозомната транслокация t(11;22)(q24;q12) се 
диагностицира чрез цитогенетичен анализ. Други две техники – RT-PCR и FISH – се 
използват за откриване на транслокации при тумори, включително при саркоми. Те са 
допълващи и лабораториите следва да използват и двете технологии, тъй като всяка 
от тях има ограничения. Специфичните FISH-тестове не идентифицират генния парт-
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ньор в транслокацията и с тях не може да се постави окончателна диагноза. Тестване 
чрез RT-PCR може да идентифицира генния партньор и да осигури диагнозата, но тази 
техника също има недостатъци.11

Доказателства за предиктивно значение. Много туморни клетки експресират ту-
мор-специфични антигени, като EWS-FLI-1-протеин: при сарком на Ewing, примити-
вен невроектодермален тумор (PNET), естезионевробластом и тумор на Askin. Те са 
известни като тумори от фамилия на сарком на Ewing (ESFTs) и за тях е характерна 
транслокация EWS-FLI1. По правило ESFTs са сред най-агресивните тумори в детска 

възраст. Имунотерапията е обещаващ подход за лечение, насочено срещу атрактивна 
мишена EWS-FLI-1. Направени са първи опити за таргетна терапия във фаза II рандо-
мизирано клинично проучване на терапия с ganitumab (IGF-1R-човешко моноклонал-
но антитяло) в комбинация с химиотерапия (vincristine, doxorubicin, cyclophosphamide, 
ifosfamide и etoposide) при пациенти с новодиагностициран метастатичен сарком на 
Ewing (AEWS1221/NCT02306161).12 Допуска се, че комбинацията от таргетни агенти 
(IGF-1R) и конвенционална химиотерапия може да понижи ефективната доза на лъче-
лечение и химиотерапия и да минимизира страничните ефекти.

C
�� При сарком на Ewing се препоръчва изследване на хромозомна транслокация t(11;22)(q24;q12) и на образувания специфичен фузионен ген EWS-FLI1 при 
необичайна клиникопатологична изява или затруднения в хистологичната диагноза.

�� За изследване на t(11;22)(q24;q12) може да се използва цитогенетичен анализ, а за специфичния фузионния ген EWS-FLI1 – RT-PCR или FISH.

При пациенти с тумори от фамилията на сарком на Ewing фузионният ген EWS-FLI1 не е предиктивен маркер.
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ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ ПРИ ТУМОРИ БЕЗ ЗНАЧЕНИЕ 
ЗА ХИСТОГЕНЕЗА/ЛОКАЛИЗАЦИЯ (АГНОСТИЧНИ ТЪКАН/
МЯСТО)

2

2.1. MSI/MMR
Савелина Поповска

Молекулярна биология. Някои екзогенни агенти увреждат ДНК, променяйки химич-
ната ѝ структура и поoтискайки активността на ДНК-полимеразата. Мутациите могат 
да възникнат и спонтанно чрез деаминиране на бази или увреди от активни кислород-
ни радикали, нарушаващи целостта на ДНК. Съществуват различни механизми за въз-
становяване на ДНК-увреди, настъпили в резултат от грешки на репликация или външ-
ни въздействия. Малка част от ДНК-мутациите се дължат на грешки при репликация. 
В основата на точността на този процес стои специфичното сдвояване на нуклеотидни 
бази чрез ДНК-полимераза и корекция на погрешно инкорпорирани бази. Точността 
е опосредствана от специализирани белтъци и пострепликационнен контрол, извърш-
вани чрез механизъм за възстановяване на несъответствията в ДНК (DNA mismatch 
repair -MMR). Реплицикацията на увредена ДНК се извършва чрез „избягване” на 
увредените участъци (damage avoidance) или чрез транслезионен синтез (translesion 
synthesis-TLS). Процесът на „избягване” на увредените участъци има за цел да осигури 
репликация от повреден шаблон, като същевременно полимеразата избягва реплика-
ция на увредени участъци и извършва пострепликационно рекомбинантно възстано-
вяване или прекъсване на увредените ДНК-вериги с последващо възстановяване на 

ДНК. Транслезионният синтез изисква полимеразата да „прочете“ повредените бази 
за сметка на репликационната точност, като често този механизъм стои в основата на  
репликационни грешки.1

Механизми за възстановяване на ДНК. Поддържането на генетичната стабилност 
на клетката изисква едновременното действие на няколко различни механизма на въз-
становяване на увредената ДНК: (1) възстановяване с изрязване на бази (BER); (2) въз-
становяване на несъответствията в ДНК (DNA mismatch repair, MMR). Системата за 
поправка на неправилно сдвоени бази на ДНК (MMR) е механизъм за възстановяване 
на ДНК-последователността след настъпване на грешки при ДНК-репликация, реком-
бинация или ятрогенни увреди.2, 3 Този процес подобрява точността на ДНК-синтезата 
100-1000 пъти и допълва репаративните свойства на репликативните ДНК-полиме-
рази, намалявайки общата мутационна честота до една грешка на 1010 синтезирани 
нуклеотиди.1 В процеса на коригиране на несъответстваща ДНК участват и различни 
MMR протеини: MLH1, PMS2, MSH2, MSH6, MLH3,MSH3, PMS1 и Exo1.4 За разпозна-
ване на несъответствията MSH2-протеинът образува хетеродимер с MSH6 или MSH3 
(Mut S) – MSH2/MSH6 и MSH2/MSH3 – според вида на лезията, която трябва да бъде 
поправена. MSH6 е необходим за корекция на единични базови грешки, докато MSH3 
и MSH6 участват в  корекции на грешки от типа инсерции-делеции (IDLs). Хетероди-
мерът на MLH1 и PMS2 [(Mut L)-MLH1/PMS2] координира взаимодействието меж-
ду комплекса за разпознаване на несъответствията и други протеини, необходими за 
MMR, които включват екзонуклеаза 1 (Exo1), хеликаза, ядрен антиген на пролифери-
ращи клетки (PCNA), едноверижна ДНК (RPA) и ДНК-полимерази δ и ε. MLH1 може 
да хетеродимеризира с два допълнителни протеина – MLH3 и PMS1 (MLH1/MLH3 
и MLH1/PMS1). PMS2-протеинът е необходим за коригиране на еднобазови несъот-
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ветствия, PMS2 и MLH3 допринасят за коригиране на IDLs, докато ролята на PMS1 в 
MMR изисква по-нататъшни проучвания.

След първоначалното откриване на грешки на репликация от хетеродимерите MSH2/
MSH6 (MutSα) и MSH2/MSH3 (MutSβ) MLH1/PMS2-комплексът разкъсва селектира-
ния сегмент и инициира ресинтез на ДНК. Обикновено MSH6-експресията е 10 пъти 
по-висока от тази на MSH3, което води до съотношение MutSα:MutSβ около 10:1. 
Системата на MMR участва и в регулация на клетъчното делене и р53-зависимия апо-
птотичен отговор на различни ДНК-увреждания.5 По този начин дефицитът на MMR 
(dMMR) води до невъзможност за елиминиране на увредени клетки, а дефектите в 
механизма на MMR рефлектират в увеличаване на мутационната честота (мутантен 
фенотип)6 и участват в патогенезата на наследствен и спорадичен карцином с различ-
на локализация.1 Четири гена кодират белтъците, които регулират MMR-механизма: 
mutL хомолог 1 (MLH1), mutS хомолог 2 (MSH2), mutS хомолог 6 (MSH6) и PMS2. 
Биалелното инактивиране на един от тези гени (поради соматична или герминативна 
мутация или епигенетично подтискане на експресията им) водят до дефицит в MMR-
системата за възстановяване (dMMR), свързан с повишено натрупване на мутации в 
генома на клетките.7

Микросателити и микросателитна нестабилност (MSI). Микросателитите са 
къси повторени ДНК-последователности с дължина, варираща от 1 до 6 бази, които 
се срещат като би- или мононуклеотиди (~3% от генома)8 както в кодиращи, така и в 
некодиращи региони7.  Те са високо полиморфни в популацията, но стабилни в рам-
ките на индивида.9 Поради своя състав от повтарящи се бази и широко разпростра-
нение тези ДНК-секвенции са особено чувствителни на грешки поради неправилно 

сдвояване на бази. Дефицитът на MMR системата (dMMR) води до промяна в дължи-
ната на микросателитите, което се приема като мутации.10, 11 Тумори с MSI в следствие 
на dMMR могат да се проявят с високо нестабилен MSI-H (high) фенотип10, 11, който 
„подслонява“ множество мутации и от своя страна, стимулира имунната система12,13. 
Микросателитните маркери показват генетична нестабилност (MSI), която може на се 
дължи на герминативна или соматична инактивация на MMR-гените. Морфологично 
MSI-H-туморите съдържат високи нива на лимфоцитни инфилтрати и експресия на 
имунни чекпоrнт-протеини PD-1 и PD-L1.13 При колоректалeн MSI-H-карцином (КРК) 
доминиращ източник на PD-L1 могат да бъдат макрофаги или други тумор-инфилтри-
ращи лимфоцити и миелоидни клетки, а не туморни клетки.13 По правило dMMR/MSI-
H се среща при редица карциноми в стадии I-IV: според публикувани изследвания се 
идентифицира при КРК в 13% от популацията, при карцином на ендометриум – от 22%  
до 33%, в 5% или по-малко – при карцином на пикочен мехур, гърда, панкреас, прос-
тата, бъбречноклетъчен карцином, сарком и с неуточнена честота – при други типове 
карциноми (билиарен, езофагеален, стомашен и т.н.).13 Съвременните препоръки за ди-
агностика на карциноми на дебело черво, ректум и ендометриум препоръчват рутинно 
изследване за dMMR/MSI-H.14 

Аналитични методи за изследване. С метода на имунохистохимията (ИХХ) се из-
следва ядрена експресия на четири ММR-протеина – MLH1, PMS2, MSH2 и MSH6, 
които in vivo формират хетеродимерите MLH1/PMS2 и MSH2/MSH6. При мутация на 
MLH1 или MSH2 съответно настъпва разграждане на протеиновия продукт и липса на 
имунооцветяване на техните двойки (PMS2 и MSH6). Абнормното ИХХ-изследване с 
комерсиални антитела и валидирани системи е в строга корелация с PCR-базираното 
изследване на MSI статус (> 90%).15 По правило ИХХ-изследване се извършва на мате-
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риали от фиксирани в 10% буфериран формалин и включени в парафин тъкани от кар-
цином. При липса на едновременна експресия на четирите протеина в туморната тъкан 
и във вътрешната контрола би следвало да се подозират проблеми в преданалитичната 
фаза – фиксация и загуба на имуногенност на антигена. За правилна интерпретация 
на резултатите е необходимо в изследваните тъкани да е налична нормална и туморна 
компонента. Чувствителността на ИХХ-техника за изследване на протеини на MMR 
е > 90% за MSI-H-тумори и по-ниска при MSI-L-тумори. Специфичността е висока за 
MSH2- и MSH6-мутации и по-ниска за MLH1 (хиперметилация) и PMS2.16-19

Интерпретацията на резултатите от ИХХ-изследване на протеини на MMR се извърш-
ва по следния алгоритъм: (i) отчита се ядрена експресия на съответните протеини; (ii) 
препоръчително е резултатите да се интерпретират като: нормална и абнормна наход-
ка; (iii) резултатите се интерпретират само при позитивна вътрешна контрола – ядрена 
експресия в нормален епител, лимфоцити, стромални клетки или външна контрола от 
тонзила; (iv) за нормална се приема ядрена експресия в над 5% от туморните клетки, 
дори и при наличие на хетерогенно имунооцветяване; (v) за абнормна се приема лип-
сата на ядрена експресия в туморните клетки при позитивна вътрешна контрола; (vi) за 
dMMR се приемат тумори с абнормна експресия – липсващо имунооцветяване на един 
или повече от MMR-протеините; (vii) при абнормна експресия на MLH1 и PMS2 при 
пациенти с колоректален карцином се препоръчва изследване на BRAF V600E с оглед 
изключване на хиперметилация на MLH1 при спорадичен колоректален карцином.20, 4 
Метаанализ показва, че честотата на BRAF-мутации при спорадичен MLH1 MSI-ко-
лоректален карцином е 63.50%21, докато честотата им при карциноми, асоциирани със 
синдром на Lynch, е  (≤ 1%)22, което позволява прилагане на изследване за BRAF-мута-
ции като скриниращ метод при MLH1 и MSI с цел избягване на излишно генетично 

тестване при спорадичните КРК.5 По правило ИХХ-метод за доказване на експресия 
на MMR-протеини се използва паралелно с MSI PCR-изследване или самостоятелно с 
валидирани китове и участие във външен контрол. Молекулярно-генетично изследва-
не на polyA-микросателити е най-подходящ избор на метод за директно откриване на 
MSI, което е доказателство за dMMR в даден тумор. От друга страна, ИХХ може да се 
използва като индиректен тест за dMMR, когато не е налична молекулярна лаборато-
рия или като скриниращ тест за микросателитна нестабилност. 

Молекулярните изследвания се извършват върху ДНК, изолирана от свежа, замразе-
на или включена в парафин туморна тъкан с използване на PCR-базиран тест за от-
криване на MSI. Съществува референтен панел от микросателитни маркери, който 
включва два мононуклеотида (BAT25 и BAT26) и три динуклеотида (D2S123, D5S346 
и D17S250), като статусът им трябва да бъде изследван и сравнен с ДНК, изолирана от 
нормална и туморна тъкан на пациента.23 Най-висока специфичност и чувствителност 
се постига с използване на три или повече поли-А-мононуклеотидни маркери (BAT25, 
BAT26, NR-21, NR-22, NR-24, NR-27).7 Според резултатите се дефинират три различни 
субтипа: (i) MSI-high (MSI-H), ако два и повече микросателити показват нестабилност; 
(ii) MSI-low (MSI-L), ако само един маркер е нестабилен и (iii) MS-stable (MSS), ако 
всички изследвани маркери са стабилни.23 Тези препоръки претърпяват развитие, като 
само MSI-H се смятат за истински MSI-тумори и само ако двата маркера са мононукле-
отиди (поли-A-микросателити). Това довежда до използване на панел, включващ три 
или повече поли-A-маркери.24 Промени в другите микросателити може да са свързани 
с по-генерализирана геномна нестабилност, а не с dMMR. Наличието на клинико-па-
тологични разлики между MSI-L и MSS може да се дължи на вариабилни дефиниции и 
различни използвани MSI-маркери, така че често не може да се разграничи надеждно 
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MSI-L и хромозомна стабилност; това предполага, че тези тумори следва да се класи-
фицират като един молекулен подтип – MSS-неоплазми.7, 24

Доказателства за предиктивно значение. По правило ИХХ-тест е диагностична стра-
тегия за изследване на експресията на MLH1-, MSH2-, MSH6- и PMS2-белтъци при 
пациенти със солидни авансирани тумори; определя се загуба на експресия на MLH1-, 
MSH2-, MSH6- и PMS2-белтъчните продукти. Ако и четирите маркера са позитивни, 
вероятността за dMMR-статус намалява, но не се редуцира напълно. Около 5% от ту-
морите показват MSI при нормална белтъчна експресия на тези четири гена. Ефикас-
ността на имунния чекпоинт-инхибитор pembrolizumab е оценена при пациенти със 
солидни тумори с доказана висока степен микросателитна нестабилност (MSI-H) или 
с дефицит в експресията на белтъци от системата на ММR (dMMR), участвали в едно 
от пет неконтролирани, отворени, мултикохортни, мултицентрични изпитвания с едно 
рамо.25 MSI-H-типовете включват предимно КРК (n = 90) и други видове карциноми 
(n = 59) като ендометриален, билиарен, стомашен и карцином на гастроезофагеална 
връзка, на тънки черва, панкреас, гърда, простата, пикочен мехур, хранопровод, бъ-
брек, сарком, дребноклетъчен белодробен карцином и карцином на щитовидна жле-
за. Идентификацията на MSI-H- или dMMR-туморен статус за повечето пациенти 
(135/149) е проспективно определен чрез използване на PCR-тестове в локални лабо-

ратории, за определяне на MSI-H-стaтус или ИХХ-тестове за dMMR.10 Четиринадесет 
от 149 пациенти са ретроспективно идентифицирани като MSI-H чрез тестване на ту-
морни биопсии от общо 415 пациенти, използвайки PCR тест, извършен  в централна 
лаборатория. Общо 47 пациенти са с dMMR-карцином, идентифициран с ИХХ, 60 са с 
MSI-H, идентифициран чрез PCR, и 42 са идентифицирани посредством двата теста. 
От 149 пациенти във всички изпитвания обективната степен на отговор (OСО) е 39.6% 
(95% CI, 31.7-47.9), пълен отговор (ПО) е докладван при 7.4%, а частичен отговор (ЧО) 
–  при 32.2% от пациентите.10 От 59 пациенти с потвърден ПО или ЧО средното по-
твърдено време до настъпване на отговора е 2.8 месеца.11 Показателят ОСО е 36% (95% 
CI, 26-46) при подгрупа с авансирал MSI-H/dMMR КРК, а протичащата продължител-
ност на отговора е 1.6+ до 22.7+ месеца. Pembrolizumab е одобрен от Американската 
Агенция за храни и лекарства (FDA) за лечение на възрастни и деца с нерезектабилни 
или метастатични (MSI-H) или dMMR-солидни тумори, прогресирали след предходно 
лечение и нямащи задоволителна терапевтична алтернатива, или КРК, прогресирал 
след лечение с флуоропиримидин, oxaliplatin и irinotecan. Тази индикация е одобрена 
от FDA по бърза процедура въз основа на туморния отговор и неговата продължител-
ност. Безопасността и ефективността на pembrolizumab при педиатрична популация с 
MSI-H-карциноми на централната нервна система не е доказана.25
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�� При идентифициране на MSI-H- или dMMR-туморен статус, независимо от хистогенеза/локализация, се препоръчва обсъждане за последваща терапия 
с pembrolizumab.

�� Имунохистохимията е достъпен, лесен и евтин метод за скрининг на dMMR, като интерпретирането на резултатите се извършва само при 
позитивна контрола: (i) отчита се строгото ядрено оцветяване на туморните клетки; (ii) за нормална се приема ядрена позитивност за всички 
четири ММR протеина над 5% от туморните клетки, т.е. туморът е MSS; (iii) за абнормна се приема липса на експресия най-малко на един MMR-
протеин; (iv) липса на експресия на всички MMR-протеини насочва към евентуални грешки в преданалитична фаза.

�� Стабилна (MSS), ниска MSI (MSI-L) и висока (MSI-H) микросателитна нестабилност (MSI) сe дефинират като нестабилност съответно в  0, 1 или 
≥ 2 маркери.
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