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ВЪВЕДЕНИЕ

Тази книга е част от работата на Националния експертен борд за предиктивни би-
омаркери в онкологията, МОРЕ 2017. Замислена е като сборник от статии в стил State of 
the Art. Главната ѝ цел е да достигне до българските лекари, практикуващи онкология, и да 
послужи за тяхното продължаващо медицинско обучение (Continuing Medical Education). 

Съдържанието на Учебната книга включва 18 статии върху най-съвременните пре-
диктивни модели при солидни тумори и хематологични неоплазии. Всички авторови тек-
стове провеждат и налагат определен стил на онкологично мислене – медицина, основана на 
доказателства, с дефинирани степени на препоръчителност. Идеалният модел пред локал-
ните възможности, експертното становище пред финансово-политическата конюктура – 
това е кредо на авторите в тази книга. Освен образователна, текстовете притежават 
ивъзпитателна функция – да вложат в социалното съзнание и в организацията на здравео-
пазване респект към лидерската роля на националните експерти по онкология. 

Учебната книга на Осмата национална конференция МОРЕ 2017 е работена и се пуб-
ликува паралелно с Националното ръководство за предиктивни биомаркери в онкологията и в 
известен смисъл обогатява неговото съдържание. И двата документа добавят към българ-
ската клинична онкология неща, които читателят може да приложи и провери в ежедневна-
та клинична практика.

доц. д-р Димитър Калев
Председател на Организационен комитет МОРЕ 2017 
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ОБЗОР
Цел на тази статия е описание и разграничаване на прогностични и предик-

тивни биомаркери въз основа на клинични данни и официални статистически 
тестове. Дефинира се понятието биомаркер като измервателна променлива, 
която е свързана с изход от болестта. 

В клиничната терминология често има смесване на понятията предикти-
вен и прогностичен биомаркер. Направен е опит за характеризиране на видовете 
биомаркери, начините за тяхното валидиране, статистическо изследване и въ-
веждане в клиничната практика. Тази статия разглежда и сегашния концеп-
туален статус на биомаркерите като клинични и диагностични инструменти 
и като крайни точки в клиничните изследвания с цел осигуряване на контекст 
за интерпретация на самите маркери, тяхната валидност и място им в кли-
ничната практика. Обсъждат се трудностите в процеса на валидиране и някои 
„грешки” при клиничната им интерпретация.

ПРЕДИКТИВНИ БИОМАРКЕРИ – НАДЕЖДИ  

И СКЕПСИС

д-р Ася Консулова, дм

Българско онкологично научно дружество

Увод

В научните изследвания, както и в 
клиничната практика широко се използват 
биомаркери и тяхното присъствие като 
първични крайни точки вече се приема за 
стандарт. Нуждата от предиктивни би-
омаркери се налага и от развитието на ге-
номните технологии, които позволяват ха-
рактеризиране на туморите на молекулярно 
ниво и откриване на таргети, към които по-
тенциално да бъдат създадени нови прицел-
ни молекули. След поставяне на диагнозата 
чрез тъкан от първичния тумор или негови-
те метастази, молекулярният профил и хе-
терогенността на тумора могат да бъдат 

проследени и в динамика чрез значително 
по-нови и по-малко инвазивни техники като 
течната биопсия, позволяваща изследване 
на туморни клетки и ДНК многократно. 
Развитието на персонализираната медицина 
и необходимостта от създаване на крите-
рии за избор на лечение поставят нови из-
исквания за идентифициране на биомаркери, 
които да дефинират група пациенти, които 
биха имали най-голяма потенциална полза от 
провежданото лечение. 

Когато даден специфичен биомаркер е 
детайлно характеризиран и способността 
му за корелация със съответен клиничен 
резултат при определена група пациенти е 
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доказана, неговата употреба е напълно оп-
равдана. В много случаи обаче „валидността“ 
на биомаркера се приема за факт, а в дейст-
вителност тя трябва да продължи да бъде 
оценявана и характеризирана. Различните 
биомаркери могат да имат доказана про-
гностична или предиктивна стойност (или 
и двете), но употребата им да включва по-
широки интерпретации, които са още недо-
казани или в ход на изследване.

Дефиниции и термини

В българското ръководство на Нацио-
налния експертен борд за „Предиктивни и 
прогностични биомаркери в онкологията – 
методи за изследване и клинично приложе-
ние“, МОРЕ 2017, са изведени няколко тер-
мини и дефиниции.

Биомаркери: клетъчни, биохимични и/
или молекулярни (включително генетични 
или епигенетични) характеристики, които 
могат да бъдат обективно измерени и оце-
нени като индикатори за нормални биоло-
гични процеси, патогенетични процеси или 
фармакологични отговори към терапевтич-
ни интервенции.1 Те отразяват клинична 
крайна цел (преживяемост, отговор към ле-
чение и др.) или сурогатна цел. 

Туморни биомаркери: биологични мо-
лекули, 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.1 Туморните биомаркери 
биват прогностични, предиктивни, фарма-
кодинамични и сурогатни. Всеки биомаркер 
може да служи за повече от една цел и да 
принадлежи към повече от една категория.

1. Прогностични туморни биомаркери: 
състояния или характеристики на паци-
ента, които могат да бъдат използвани за 
оценка на шанса за възстановяване от бо-
лест или на риска от рецидив и за които е 
доказана сигнификантна връзка с показател 

или резултат, независимo от приложеното 
лечение.2 Прогностичният биомаркер е на-
личен в даден момент от време (при поста-
вяне на диагноза, при откриване на рецидив 
и т.н.) и корелира с преживяемостта на па-
циента при липса на лечение (естествен ход 
на болестта) или при провеждане на стан-
дартно лечение.3 С други думи, ако даден би-
омаркер е прогностичен и се провежда ефек-
тивно лечение, лечебната полза е сходна и за 
биомаркер-позитивните, и за биомаркер-не-
гативните пациенти; този биомаркер обаче 
ще се свързва с различна преживяемост в за-
висимост дали е експресиран или не. (Фиг.1). 
Допълнително, разликите в преживяемост-
та между изследваната група и стандарт-
ното лечение между пациентите в биомар-
кер-позитивната и биомаркер-негативната 
група са еднотипни. Важно е да се отбеле-
жи, че прогностичен биомаркер дава инфор-
мация за естествения ход на болестта и 
нейната биология. Той разделя популацията 
на пациенти с добра и лоша прогноза, неза-
висимо от лечението, но не определя избо-
ра на конкретно лечение. Пример за това е 
нелекувания карцином на гърда с хормонални 
рецептори, който (ако остане нелекуван) е 
с по-добра прогноза от нелекуван карцином 
на гърда в същия стадий без хормонални ре-
цептори. 

Друг пример за прогностичен биомар-
кер е нивото на PSA при поставяне на ди-
агноза простатен карцином. Такъв е и му-
тационният статус на PIK3CA при жени с 
HER2-позитивен метастатичен карцином 
на гърда, което е доказано в бимаркерния 
анализ на проучването CLEOPATRA.4 Нали-
чието на карцином на гърда с  PIK3CA  му-
тация е белег за по-лоша преживяемост без 
прогресия (ПБП) спрямо дивия тип тумо-
ри, независимо от вид провеждано лечение 
(Фиг.1). Средната ПБП при наличие на му-
тация в PIK3CA е 9.6 спрямо 13.8 месеца за 
съответно контролната група и за тази с 
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pertuzumab-съдържащо лечение; при див тип 
PIK3CA е съответно 12.5 и 21.8 месеца. 

2. Предиктивни туморни биомаркери: 
биологични молекули или клетъчни характе-
ристики, които могат да бъдат обектив-
но измерени и оценени като индикатори за 
предсказване на отговор към терапевтични 
интервенции и предсказват полза/липса на 
ефект от провеждано лечение (експеримен-
тално спрямо стандартно лечение). Така би-
омаркерът разделя популацията пациенти 
на две групи – биомаркер позитивна и нега-
тивна група, при които ефектът от лече-
ние е различен. За да се приеме, че даден био-
маркер е предиктивен, е необходимо да бъде 
доказан в клиничното проучване (за предпо-
читане рандомизирано);статусът на био-
маркера трябва да бъде определен за всич-
ки пациенти, както в подгрупата, лекувана 
с изследвания агент, така и в контролното 
рамо; официалният статистически тест 
за взаимодействие лечение според биомаркер 
трябва да бъде сигнификантен.3 Различават 
се количествено и качествено взаимодейст-
вие при предиктивните маркери. 

Като пример за предиктивен биомар-
кер с количествено взаимодействие може 
да се посочи наличието на активираща 
мутация в EGFR при пациенти с недреб-
ноклетъчен карцином на бял дроб (НДКБД), 
които провеждат поддържащо лечение с 
erlotinib5 (Фиг.2). Пациентите с активираща 
мутация в EGFR имат HR за ПБП 0.10 (95% 
CI, 0.04 до 0.25; p < 0.001) при сравнение на 
erlotinib спрямо плацебо, докато пациентите 
с див тип EGFR имат HR 0.78 (95% CI, 0.63 
до 0.93; p = 0.019). Това е пример, в които и 
двете групи (биомаркер позитивни и нега-
тивни) имат полза от прилаганато лечение 
с erlotinib, но ползата при наличие на мутация 
е значително по-висока (HR, 0.10) спрямо ди-
вия тип тумори (HR, 0.78). Това е пример за 
количествено взаимодействие, тъй като има 
полза и за двете групи пациенти. 

При наличие на качествено взаимо-
действие, биомаркерът разделя популация-
та пациенти на две – биомаркер-позитив-
ни и негативни като една от тези групи е 
със, а другата е без полза от съответното 
лечение. Такъв пример е ранният HER2-по-
зитивен карцином на гърда, лекуван или не 
адювантно с trastuzumab – след проведен 
транскриптомен анализ като биомаркер се 
извежда наличието на панел от гени, свър-
зани с имунната функция  (Фиг. 3).6 Паци-
енти с експресия на над 9 от 14 гена, регу-
лиращи имунната функция, имат полза от 
лечение с trastuzumab (HR, 0.36; 95% CI, 0.23 
до 0.56; p < 0.001), докато при липса или ни-
ска такава експресия – няма полза от адю-
вантно лечение (HR, 0.98; 95% CI, 0.68 до 
1.41;  p  = 0.91). Така биомаркерът разделя 
популацията на две спрямо качеството на 
полза – налична или не.

3. Фармакодинамичните биомаркери 
измерват краткосрочния ефект от лечение 
върху тумора (или приемникапри малигнени-
те хемопатии) и могат теоретично да бъ-
дат използвани за избор на доза на лечение 
в ранните етапи на клинични проучвания на 
противораковите терапии. При цитоток-
сична терапия дозата, която определя про-
тивотуморната активност във фаза II кли-
нични проучвания, обикновено е максимално 
поносимата, изведена от предхождащите 
фаза I проучвания за ескалиране на дозата. 
При таргетна терапия ситуацията може 
да е различна и определянето на подходяща 
доза става чрез измерване на влиянието, 
което съответната молекула оказва върху 
тумора. Като пример за фармакодинамичен 
биомаркер може да се даде приложението на 
imatinib прихронична миелоидна левкемия, 
който блокира протеинкиназната актив-
ност на BCR-ABL в туморните клетки и 
индуцира клинична ремисия; това се постига 
в дози, които са доста по-ниски от токсич-
ните.7 Степента на блокиране на киназната 
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активност BCR-ABL корелира с преживяе-
мостта, което потенциално би могло да до-
веде до персонализирано определяне на доза-
та на тирозинкиназния инхибитор.8

4. Сурогатните биомаркери имат 
значителна роля в процеса на разработване 
на лекарства. Разходите залечениевонколо-
гиятапостоянно нарастват и затоваста-
ва все по-необходимода се следибиологична 
активност, да се подбират и стратифи-
циратпациенти, коитонай-вероятно биха 
имали полза от дадено лечение с определе-
наоптималнабиологичнадоза.9 В допълнение, 
когато се използва катоцелвъв фаза II скри-
нингови клинични изпитвания, сурогатните 
биомаркери могат да предоставятнасокиза 
изследване на биологичнипътищаза послед-
ващипо-големи фаза III проучвания. Сурогат-
нитекрайни точкиимат потенциалада пре-
доставят информацияпо-бързо ис по-малко 
усилия в сравнение с традиционнитекрайни 
точки вголеми проучвания, при които изис-
кване еучастниците дабъдат проследявани 
за дълъг период от време, често с години. 
Темогат да предоставятдоказателства, 
когато се използватв клинични проучвания 
фаза III в корелативна връзка с установени 
клинични параметри и преживяемост. Ако 

се валидират, тези биомаркеримогат да бъ-
дат в последствие използвани в клиничната 
практика за помагане измерването наотго-
вор от приложено лечение.

В три фигури (Фиг.1, 2 и 3) са пред-
ставени идеализирани варианти за чисто 
прогностичен биомаркер (Фиг.1), чисто пре-
диктивен (Фиг.2) и за биомаркер с предик-
тивна и прогностична стойност (Фиг.3).

Надежди или скепсис

Биомаркерите са различен видове и 
включват биохимични, ензимни, спектро-
метрични, имунологични или молекулярни 
промении други. Предпоставка за използване 
на биомаркери в медицината е, че наличие-
то или измерването на маркера могат да са 
индикатор за наличие на специфична болест 
или биологичен процес. Най-новите публи-
кации за биомаркери в онкологиятадокла-
дватне успешно валидиране, а всъщностне-
възможността за валидиране на множество 
биомаркери в клиничната практика. Полез-
ността на даден маркерзависи от много 
фактори, включително възможността за 
повторяемото му осъществяване пациенти 
в реалния живот, удобството на получаване 

Фигура 1. Идеализиран пример за чисто прогностичен биомаркер. Положителните за биомаркера пациенти 
имат по-добра преживяемост, отколкото биомаркер-отрицателната група, независимо дали се провежда 
лечение. Фактът, че ефектът от лечението е еднакъв за биомаркер-негативни и биомаркер-позитивни 
пациенти, показва, че биомаркерът няма предиктивно значение.
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напроби или тяхното разчитане и разбира 
се – способността за проследяване на разви-
тието наболестта или оценка на ефектот 
провеждано лечение в условията на реална-
та клинична практика. Съществуват и би-
омаркери, които имат както предиктивни, 
така и прогностични корелации.3

За да е удачен за употреба в клиничната 
онкологична практика, биомаркерът трябва 
да притежава много качества. Да се експре-

сира в организма в количества, които да се 
откриват лесно (примерно в кръвна проба) 
още преди клиничната изява на туморна бо-
лест. Това е почти невъзможно, поради кое-
то голямата част от биомаркерите добре 
откриват наличие на болест в напреднал 
стадий, но не и в ранните етапи. Биомарке-
рът трябва да е и тъканно или органно спе-
цифичен и неговите нива да са значително 
променени при наличие на туморна болест, 

Фигура 2. Идеализиран пример за чисто предиктивен биомаркер. Терапевтичен ефект има само за групата 
пациенти, позитивна за биомаркер; липсва ефект от лечение при групата, негативна за биомаркер. 
Следователно ефектът от лечение се различава в качеството между групите. Освен това биомаркерът не 
е прогностичен, тъй като при липса на лечение и двете групи имат сходна преживяемост, независимо от 
биомаркера. Това е пример за качествено взаимодействие.

Фигура 3. Идеализиран пример за биомаркер, който е и предиктивен, и прогностичен.Предиктивността се 
изразява в различен ефект от лечение в двете групи (има по-голям ефект от лечение в групата, позитивна 
за биомаркера). Биомаркерът е и прогностичен, тъй като групата,позитивна за биомаркера, е с по-добра 
преживяемост в сравнение с биомаркер-негативните пациенти, независимо от проведено или не лечение. Това е 
пример за количествено взаимодействие.



18

Ася Консулова

за да може да отдиференцира малигнената 
трансформация. И още – други бенигнени 
състояния (хиперплазия, възпаление и др.) 
на тази тъкан или орган да могат да бъдат 
отдиференцирани от малигнена болест спо-
ред стойностите на този биомаркер.Тези 
характеристики липсват при по-голямата 
част от биомаркерите (вкл. PSA, CA 125 и 
др.), използвани в онкологията и по тази при-
чина е трудно откриване на нови.

Възникват много проблеми и в хода на 
откриване и валидиране на биомаркерите. 
Най-общо могат да се класифицират като 
пре-, аналитични и постаналитични. 

Преаналитична фаза. В нея се включ-
ват всички моменти преди получаване на 
пробата и факторите, които биха повли-
яли крайния резултат. Важно да се изследва 
дали различни индивидуални характеристи-
ки на пациента (като възраст, диета, пол, 
етническа принадлежност, начин на живот, 
прием на лекарства и др.) и/или съхранение 
на тъканната проба могат самостоятелно 
да повлияят нивата на биомаркера. В допъл-
нение, възможно е молекулата бързо да се 
изчиства от кръвообращението чрез мета-
болизъм в бъбреци, черен дроб или пример-
но серумни протеази. След събирането на 
пробата,биомаркерът може да се освобож-
дава от кръвни клетки (напр. при лиза на 
еритроцити или еозинофили) или при съсир-
ване или центрофугиране, което да променя 
първоначалната му концентрация.

Аналитична фаза. Тя включва аспе-
кти, които могат да повлияят анализа на 
маркера или да са от значение след това за 
интерпретацията на данните. В аналитич-
ната фаза трябва да има наличен количест-
вен и валидиран аналитичен метод, който да 
е силно специфичен, чувствителен и точен, 
за да се избегнат вариации или отклонения в 
измерването (т.е. измерване на различна от 
реалната концентрация) или артефакти. 
Трябва да има достатъчно голям брой висо-

кокачествени тъканни проби за валидиране, 
за да може да се изведат статистически 
значими резултати недвусмислено. 

Постаналитична фаза. Тя е от съ-
ществено значение стабилното тълкуване 
на данните, така че резултатите да могат 
да бъдат обобщени към други серии от об-
разци или общо население. Статистически-
те и биоинформативните анализи, които се 
подбират за интерпретация на данните, не 
трябва да позволяват възникване на арте-
факти или отклонения, които да идентифи-
цират „многообещаващи” или „интерпрети-
руеми” данни.10

Употребата на прогностичните мар-
кери цели получаване на информация за пре-
живяемостта при пациенти с онкологична 
болест; така се улеснява диагностичният 
процес и се дава основание за последващи по-
инвазивни диагностични или терапевтични 
процедури. Оптимизирането на последващи-
те терапевични процедури е предпоставка 
за търсене и развитие на предиктивни био-
маркери. Възможно е дадена молекула да има 
както прогностична, така и предиктивна 
стойност, което прави разграничаването 
на двете функции трудно и може да внесе 
нежелание за употребата му. Такъв пример 
е метилационният статус на промотора 
на O6-methylguanine-DNA-methyltransferase 
или MGMT при пациенти с мултиформен 
глиобластом. Този ген кодира важен белтък, 
който извършва репаративни промени вър-
ху ДНК – премахва алкилиращи продукти 
от O6-мястото на гуанин и така поддържа 
клетъчната цялост. Епигенетичното хи-
перметилиране на промоторния регион води 
до заглушаване на гена и загуба на неговата 
транскрипция и белтък.11 Така ДНК репара-
цията се затруднява и се нарупват алкилира-
щи групи при лечение с алкилираща химиоте-
рапия с carmustine (BCNU), lomustine (CCNU) 
или temozolomide – активността на тези ме-
дикаменти нараства. Този пример потвърж-
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дава как известен прогностичен фактор 
чрез възможностите на фармакоепигеноми-
ката развива и предиктивно значение, което 
е потвърдено и в метаанализ върху 44 про-
учвания с 4097 пациенти; потвърждава се, 
че наличието на метилиран MGMT промо-
тор е прогностичен фактор при пациентис 
мултиформен глиобластом, тъй като те 
имат по-дълга ОП спрямо пациентите с ту-
мори с неметилиран промотор (pooled HRs, 
0.494; 95% CI 0.412-0.591; p = 0.001). Тази 
зависимост, обаче, не се потвърждава за 
ПБП (pooled HRs, 0.653; 95%CI 0.414-1.030; 
p = 0.067).12 Допълнително объркване обаче 
внася и фактът, че прогностичната или пре-
диктивна роля на този биомаркер зависи и 
от друг фактор – наличие или не на мутация 
в IDH1.13 Мутация в IDH1 е спрогностична-
стойност, тъй като пациентите с тумори 
с метилиран MGMT промотор са с удължена 
ПБП, независимо от провежданото лечение 
– химиотерапия ± лъчелечение. При липса на 
мутация в IDH1, удължаване на ПБП е налич-
на само при пациентите, лекувани с химио-
терапия, но не и при тези, които са лекувани 
само с лъчелечение.13 Така е възможно комби-
нираното изследване на IDH1/MGMT да уле-
сни клиничното решение при тази трудна за 
лечение туморна локализация.

Предиктивните биомаркери все пове-
че се изследват едновременно с открити-
ето и фармацевтичното разработване на 
дадена молекула и целят персонализиране на 
лечението. При все това, все още е малък 
броят на валидните биомаркери, които мо-
гат да предскажат полза или липса на ефект 
от лечение. Много биомаркери се цитират и 
често се надценява стойността им – това 
се описва в метаанализи. Изпитванията за 
доказване на хипотезата често са с относи-
телно малък брой пациенти и така предос-
тавят първите сигнали за възможно наличие 
на взаимодействие на биомаркера с прежи-
вяемост или ефект от лечение. Налична е 

тенденция за над- или подценяване на истин-
ската взаимовръзка. Ioannidis и Panagiotou14 

разкриват, че са необходими доказателства 
от множество(при това големи) проучва-
ния, за да се оцени способността за дискри-
миниране на тези развиващи сепотенциални 
биомаркери; бързото одобрение и въвеждане 
в клиничната практика при липса на такива 
доказателства може да бъде подвеждащо. 
Развитието на биомаркерите се провежда 
паралелно на терапевтичните изследвания 
и има едни и същи потенциални влияния и 
отклонения. Поради това е изключително 
важно изследванията на биомаркерите да 
се придържат към статистическите прин-
ципи и да следват солидна статистическа 
методология, за да се сведе до минимум от-
клонението и да се постигне максимална 
точност.

Насоки за развитие на 

биомаркерите 

Откриването на предиктивни/про-
гностични биомаркери, както и тяхното 
валидиране в рандомизирани клинични из-
питвания доведе до създаването на предик-
тивни модели. Като предиктивен модел се 
дефинира математическа връзка между не-
зависими помежду си променливи и изходна 
(зависима) променлива с цел предикция на 
бъдещ резултат въз основа на стойности-
те на независимите променливи. Пример за 
такъв предиктивен модел е създаването на 
номограма, предсказваща вероятността па-
циент да не умре от простататен карци-
ном (зависима променлива) в рамките на 10 
години след радикална простатектомия.16 
Независимите променливи (биомаркери) на 
този модел са възраст, нива на PSA, оценка 
по Gleason, клиничен стадий на карцинома и 
броя позитивни и отрицателни кор-биоп-
сични проби при поставяне на диагноза. Не-
зависимите променливи в предиктивните 
модели често са прогностични сами по себе 
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си, но статистиците се отнасят към тях 
като предиктивни променливи, което може 
да доведе до объркване в тълкуванието. 

При все това, подобни модели не са 
от полза за определяне на отговор към 
конкретно лечение, тъй като включват 
данни от момента на поставяне на диагноза. 
Предиктивност към дадено лечение често е 
необходимо при напреднала/метастатич-
на болест или многократно при следващи 
прогресии предвид променящите се геном-
ни характеристики на туморите. По тази 
причина генотипизиране на туморна ДНК 
се оказва много полезно за предсказване на 
отговор към лечение и това може да се осъ-
ществи чрез течна биопсия. Определянето 
на мутационния статус на конкретни гени 
има значение примерно при недребноклетъ-
чен белодробен карцином12, мултиформен 
глиобластом18, ХМЛ8 и др. Допълнително, 
откриването на вторични мутации, воде-
щи до загуба на ефект от лечение, допълват 
ролята на тези техники в динамика в хода 
на развитие и прогресия на болестта и раз-
витието на вторична резистентност към 
провеждано лечение.

Много от противотуморните меди-
каменти таргетират специфични моле-
кулярни пътища. Потенциален вариант за 
търсене на предиктивност към даден меди-
камент би бил откриване на специфични за 
конкретния път биомаркери. Активността 
на даден път може да бъде определена чрез 
антитела, които разпознават субстрат 
от този път, което означава, че той е ак-
тивен и функционира. Типичен пример са 
фосфо-специфичните антитела, които раз-
познават фосфорилираните субстрати на 
различни протеин-кинази. Такива антитела 
се използват и в клинични изпитвания.12До 
сега използване на активни сигнални пъти-
ща е изследвано само в контекса на известна 
генетична лезия. По-широкомащабен подход 
чрез използване примерно на спектроме-

трия може да слжи за начална „скринираща” 
стъпка за откриване на определени секвен-
ции, които да идентифицират подобна гене-
тична лезия. Откриване на пост-трансла-
ционни модификации като ацетилирани или 
убиквитирани протеоми могат да устано-
вят интересни модификации. Тези подходи 
са свързани с директно измерване на субст-
ратите на сигналните пътища, но подлежа-
щата концепция е активиране на генетичен 
път, свързан с определена генетична сиг-
натура. Така са създадени клетъчни линии, 
които експресират специфични онкогени, 
което се използва при тумори със специфич-
ние промени в сигналните пътища както 
примерно загубата на PTEN.19-21

Статистически 

съображения

Клинична полза и доказателственост. 
За клинично доказан биомаркер се приема 
такъв, който е изследван в проспективно 
клинично проучване, в чийто дизайн е вклю-
чено тестване на биомаркер или съвмести-
ми резултати от ≥ 2 сходни проспективни 
клинични проучвания, в чийто дизайн не е 
включено тестване на биомаркер.4

Валидиране и статистическо тест-
ване. За да се определи дали даден биомаркер 
е потенциално предиктивен или прогности-
чен, трябва да се проведе официален тест 
за взаимодействието му с лечебната група. 
За променливата време до възникване на 
събитие (като ОП, ПБП и др.) се използва 
пропорционален модел на Cox, който съдър-
жа минимум лечебната група, биомаркера и 
определяне на взаимодействието при лече-
ние според биомаркера.22 Чрез такъв анализ 
се изследва взаимодействието между лечеб-
ната група, биомаркера и преживяемостта; 
тази връзка трябва да е статистически 
значима. При предиктивен биомаркер, стой-
ността на P за лечение според биомаркера 
при този модел трябва да е по-малка от 0.05 
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(или предварително определеното ниво на 
статистическа значимост). Значима връзка 
при лечение спрямо биомаркера показва, че 
ефектът от лечението се различава според 
биомаркерната стойност. И обратно: ако 
тестът за взаимодействие не е значим (и 
проучването е с достатъчна сила за изслед-
ване на взаимодействие), биомаркът е прог-
ностичен, ако стойността Р на биомаркера 
е статистически значимо свързана с прежи-
вяемостта в модела (независимо от прове-
деното лечение).22,23

В примерите по-горе PIK3CA не е пре-
диктивен, тъй като взаимодействието на 
лечението (pertuzumab-съдържаща схема 
срещу контролна група на стандартно лече-
ние) според биомаркера (статус на PIK3CA) 
не е статистически значимо (p > .05). Това 
означава, че наличието на мутирал или див 
тип PIK3CA не е предиктивен биомаркер за 
отговор към pertuzumab-съдържащо лече-
ние. Обратно, EGFR мутационният статус 
е предиктивен биомаркер, тъй като взаи-
модействието на лечението (erlotinib  сре-
щу плацебо) с EGFR мутационния статус е 
статистически значимо (p < .001). И накрая, 
състоянието на наличие на панел от имуно-
активиращи гени е също предиктивно, тъй 
като взаимодействието на лечението (хи-
миотерапия плюс trastuzumabсрещу самос-
тоятелно химиотерапия) и наличието на 
панел от имуно-активиращи гени е статис-
тически значимо (p < .001). Подробности по 
отношение на начина на извършване на тес-
товете за взаимодействие не са детайлизи-
рани тук. 

Потенциални проблеми и 

грешки

Често има припокриване между различ-
ните видове биомаркери или погрешно смес-
ване на терминологията. Като пример за 
това е прогностичния маркер PSA, за който 
предсказва риск от рецидив на простатния 

карцином. Така може да се приеме, че PSAе 
предиктивен маркер, а всъщност не е, тъй 
като той предсказва преживяемост, незави-
симо от провежданото лечение. 

Друга често срещана грешка е анали-
зиране само на групата пациенти, получили 
дадено изследвано лечение (примерно фаза 
II проучване с едно рамо): в случай, че поло-
жителната група за биомаркера (или био-
маркер-отрицателната група) има по-добри 
резултати в сравнение с биомаркер- отри-
цателната група (или съотв. биомаркер- 
положителната група). В този случай няма 
сравнителна група (напр. съставена от не-
лекувани пациенти или пациенти, лекува-
ни различно в две рамена на рандомизирано 
изпитване) и така не може да се извърши 
формален статистически анализ за взаимо-
действие между лечение и биомаркер.

Подобна грешка е и анализ, който се 
състои само от група пациенти с позитивен 
биомаркер (или негативен), при която има 
ефект на провежданото лечение (т.е. леку-
ваните пациенти преживяват повече от не-
лекуваните пациенти). Отново липсва група 
за сравняване (т.е. пациенти с отрицателен 
биомаркер и нелекувани пациенти). Може да 
се окаже, че биомаркерът е или предикти-
вен, или прогностичен, но това не може да 
бъде определено при такъв модел. 

Непровеждане на статистически ана-
лиз за избор на лечение спрямо дадения би-
омаркер е неправилно, тъй като субектив-
ната оценка на кривите на преживяемост 
се считат за достатъчно доказателство 
за предсказване на ефект. Така ефектът 
от лечение може да изглежда различен за 
биомаркер-положителна и биомаркер-нега-
тивната група, изборът на лечение спрямо 
биомаркера трябва да бъде официално изпи-
тан, за да се гарантира, че наблюдаваният 
ефект на лечение между групите не е слу-
чайно явление или резултат от произволна 
вариация.22-24
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Заключение

За да се докаже предиктивна стой-
ност на даден биомаркер, той трябва да 
бъде изследван в клинично изпитване като 
всички пациенти, лекувани или не с лечение-
то, за което се търси предиктивната му 
стойност, трябва да бъдат изследвани за 
биомаркера. Трябва да се прведе статисти-
чески анализ за връзката между изследвания 
биомаркер и лечението и той да бъде ста-
тистически значим. 

За да се установи прогностична стой-
ност на биомаркер, трябва да се докаже 
статистически значима връзка между него-
вите нива и преживяемост при група паци-
енти като това няма връзка с провеждано 
лечение; ефектите от дадено провежда-
но лечение не зависят от стойностите на 
този прогностичен биомаркер.

Възможно е и даден биомаркер да има 
както предиктивна, така и прогностична 
стойност. 
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ОБЗОР
Статията представлява съвременен обзор на принципите, върху които 

клиничната онкология индицира тестване на биомаркери (Кога?), валидира тех-
нолoгии за изследването им (Как?) и определя влиянието им върху отговора към 
провежданото лечение (Защо?).

ТРИТЕ ВЪПРОСА НА "СФИНКСА" НА ОНКОЛОГИЧНАТА  

ПРЕДИКЦИЯ – КОГА, КАК, ЗАЩО

д-р Мариела Василева, дм

УМБАЛ Александровска, София

Увод

Терминът „биомаркер“ е многократно 
дефиниран. Той е съкращение на „биологи-
чен маркер“, което се отнася до широка по-
дгрупа от медицински признаци – обектив-
ни индикатори на медицински състояния, 
наблюдавани извън пациента, които могат 
да бъдат измервани точно имногократно.1 
През 1998 г. работна група, дефинираща 
здравните биомаркери (National Institutes of 
Health Biomarkers Definitions Working Group), 
определя биомаркерите като обективно из-
мерими характеристики, използвани като 
индикатoри на нормални биологични про-
цеси, на патологични процеси или на фар-
макологичен отговор към терапевтична 
интервенция.2 Това определение е прието и 
от работната група за транслационни из-
следвания и персонализирана медицина на 
Европейската Асоциация по Медицинска 
Онкология (ESMO Translational Research and 
Personalised Medicine Working Group).3 Това 
е и определението, използвано в настоящо-

то ръководство „Предиктивни биомаркери 
в онкологията“. Световната здравна ор-
ганизация (СЗО) определя като биомаркер 
почти всяка променлива, отразяваща взаи-
модействието между биологична система 
и химичен, физичен или биологичен агент 
на заобикалящата я среда.Като биомаркер 
може да бъде използвано всичко – от пулс 
и кръвно налягане до сложни лабораторни 
тестове на кръв или тъкани.1 Биомаркер 
може да бъде и промяната в дадена молекула 
или процес –например вариация във вида на 
тъканите; наличие на доброкачествен про-
цес сред злокачествена тъкан – например 
неоваскуларизация.4Според определението 
на Националния Раков Институт (National 
Cancer Institute) на САЩ биомаркер е биоло-
гична молекула, намерена в кръвта ли друга 
телeсна течност или тъкан, която е при-
знак за нормален или патологичен процес, 
състояние или болест. Нарича се още моле-
кулен маркер.5 Идеалният туморен маркер 
трябва да отговаря на следните условия: да 
се произвежда само от туморните клетки; 
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да зависи от разпространението и биология-
та на тумора; да се намира в измеримо, ста-
тистичеси значимо по-голямо количество 
при пациенти с онкологична болест откол-
кото при здрави контроли; да се измерва 
лесно в малки количества с висока (близо до 
100%) чувствителност и специфичност.6

Използването на биомаркери лежи в ос-
новата на персонализираната медицина. Тя 
представлява използването на комбинирано 
познание (генетично или друго) за човека за 
предсказване на чувствителността на бо-
лестта, прогнозата или отговора към даде-
на терапия като по този начин се подобрява 
здравето на индивида.7

Кога клиничната онкология 

индицира тестване на 

биомаркери?

Биомаркерите се изследват, когато 
могат да повлияят на лечебно-диагностич-
ния процес в клиничната онкология като 
предоставят информация за: i) оценка на ри-
ска; ii) ранна диагноза; iii) прогноза; iv) пре-
дикция; v) проследяване и vi) терапевтична 
мишена 

Биомаркери за oценка на риска. Био-
маркерите за оценка на риска представля-
ват субстанции, свързани с повишен или 
намален шанс за развитие на болест или със-
тояние в индивид, който от клинична гледна 
точка няма описаната болест или състоя-
ние. Пример за биомаркер за оценка на риска 
е генетичен биомаркер, който показва дали 
при даден индивид има повишена вероятност 
от развитие на онкологична болест в няка-
къв момент в бъдещето. Тези биомаркери 
могат да се открият дори десетки години 
преди появата на клинични симптоми, свър-
зани с болестта. Рисков фактор е например 
наличието на BRCA 1/2 мутация за разви-
тието на карцином на гърдата и яйчници-
те.8 Продуктите на BRCA1 гена са отговор-

ни за тъкан-специфична и клинично значима 
супресия на туморите. Те са основни учас-
тници в клетъчния отговор на увреждане-
то на ДНК. Ако BRCA1 изгуби функциите си 
в резултат на мутация, това води до покач-
ване на риска за появата на тумор.9 Освен 
това, тези мутации могат да се предават 
в поколенията. Американската ракова асо-
циация определя, че в нормалната популация 
доживотният риск за развитие на карцином 
на гърда е 12.32%,а на овариален карцином 
– 1.31%.10 Метаанализ от 2007 г. установя-
ва, че сред носителите на BRCA1 мутация, 
средният риск за развитие на карцином на 
гърда е 57%, а за овариален карцином съот-
ветно 40% (до 70 годишна възраст). При 
носителите на мутация в BRCA2 този риск 
е съответно 49% и 18%.11 В случай на но-
сителство на мутации в BRCA 1/2 гените 
съществуват интервенции, които да повли-
яят на риска, а именно профилактичната 
билатерална мастектомия и профилактич-
ната билатерална аднексектомия.12 Тези ин-
тевенции няма да променят биомаркера, но 
ще предотвратят появата на тумор.

Друг пример за биомаркер за оценка на 
риска е наличието на серумни антигени за 
Helicobacter pillory. Доказано е, че наличието 
на Helicobacter pillory увеличава многократ-
но риска от развитие на карцином на сто-
маха, докато неговата ерадикация намалява 
риска при инфектирани пациенти, които не 
са развили преканцерози.13,14

Едно проучване от 2013 г. изследва се-
румните нива на антителата TFF (TFF1, 
TFF2 и TFF3) на H. pylori. Установява се, че 
серумните нива на тези антитела са значи-
телно по-високи при пациенти, позитивни 
за H. pillory, а нивата на TFF1, TFF2 нама-
лят 2 месеца след ерадикацията. Когато 
съществуват интервенци, които могат да 
повлияят на риска, съответните биомар-
кери могат да се използват и за контрол на 
превенцията – промяна на стила на живот, 
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храненето и т.н.В описания случай ерадика-
цията на H. pillory представлява интервен-
цията, която намалява риска от развитие 
на карцином на стомаха, а TFF1, TFF2 могат 
да се използват като биомаркери за контрол 
на превенцията.15

Биомаркери за ранна диагноза. Мар-
керите за ранна диагноза представляват 
друг клас биомаркери, които се използват, 
за да потвърдят присъствието на заболява-
не или състояние или за да идентифицират 
индивиди с определен субтип на болестта.8 

Нуждата от откриване на нови биомарке-
ри за ранна диагноза е голяма за целите на 
скрининговите програми. Така през 2014 г. 
Aмериканската aгенция за конрол на хра-
ните и лекарствата (US Food and drug 
administration, FDA) одобрява приложението 
на Cologuard – фекален тест за ранна диа-
гноза на колоректален карцином. Този тест 
представлява съвкупност от 11 молекулни 
биомаркера във фекалната проба, включи-
телно седем мутации в ДНК, два биомар-
кера за метилиране на ДНК, хемоглобин и 
β-actin (последното като контрола за чо-
вешко ДНК).16,17 През 2016 г. FDA одобрява 
и Epi pro Colon – единственият наличен кръ-
вен тест за ранна диагностика и скрининг 
на пациенти над 50 години за колоректален 
карцином.18 Epi pro Colon представлява ме-
тилиран Септин 9 (mSEPT9) – нов туморен 
маркер, който кодира Septin-9 протеин. Този 
белтък участва в процесите на апоптоза, 
ремоделиране на клетъчния цитоскелет и 
клетъчното делене. Той се освобождава от 
туморните клети в кръвта и може да се от-
крие в плазмата. Мета-анализ от 14 проуч-
вания, обхващащи 9870 паценти от 2016 г., 
показва, че неговата чувствителност е по-
добра от тази на тестовете върху фекални 
проби.19

Прогностични биомаркери. В клинич-
ната медицина терминът прогноза се от-
нася до вероятността от бъдещ резултат 

при пациенти с дадена болест или състоя-
ние. Изследването на прогнозата предста-
влява проучване на връзката между бъде-
щия резултат (крайна точка) сред хора с 
даден здравен статус (начална точка), има-
що за цел да подобри здравето.20 Европей-
ската Асоциация по Медицинска Онкология 
(European Society of Medical Oncology, ESMO) 
дефинира като прогностичен фактор или 
тест всяка величина, налична в момента на 
диагнозата, свързана с времето без болест, 
общата преживяемост и с естественото 
развитие на болестта в отсъствие на тера-
пия. Прогностичните фактори или тестове 
се разделят на свързани с пациента и свърза-
ни с тумора. Туморен маркер от свoя страна 
е субстанция или процес, който е обективно 
измерим и оценен като индикатор на ту-
морен процес или фармакологичен отговор 
на терапевтична интервенция. Туморните 
маркери мога да бъдат прогностични и пре-
диктивни.21

През 2016 г. в New England Journal of 
Medicine се публикуват резултати от проуч-
ването MINDACT – първото проспективно 
клинично проучване, изследващо клиничното 
значение на генетичен тест, подпомагащ 
взимане на решения за лечение.22 С помо-
щта на MammaPrint, широко разпростра-
нен генетичен тест, който оценява риска 
от локален рецидив при пациети с карцином 
на гърдата, пациентите са разделени в ни-
ско-рискова и високо-рискова група (според 
техния геномен риск). Освен това пациен-
тите са разделени в групи според очаквана-
та 10-годишна специфична преживяемост 
без системна терапия, с помощта на моди-
фицирана версия на онлайн инструмента за 
прогноза Adjuvant!Online (с който е опреде-
лен техния клиничен риск). Общо 1550 паци-
енти или 23.2% от изследваните са били с 
висок клиничен, но нисък геномен риск. Част 
от тези пациенти не са получили химиоте-
рапия и тяхната 5 годишнапреживяемост 
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без далечни метастази (ПБМ) е била 94.7% 
(95% confidence interval, 92.5 до 96.2). Абсо-
лютната разлика в ПБМ между тези паци-
енти и пациентите, получили химиотера-
пия, е 1.5% в полза на химиотерапията. На 
базата на резултатите от това проучване 
авторите смятат, че 46% от жените с ви-
сок клиничен риск може да не се нуждаят от 
химиотерапия.23

Друг пример за прогностичен фактор 
е наличието и количеството на циркулира-
щите туморни клетки. Тяхната роля е оце-
нена в мета-анализ, извършен в проучването 
IMENEO. Събрана е информация от 2156 
пациенти от 21 проучвания, проведени в 16 
центъра по света. Циркулиращите туморни 
клетки са изследвани при пациенти с карци-
ном на гърдата, провеждащи неоадювантна 
терапия: 5 до 0 седмици преди началото на 
терапията, 1-8 седмици след началото, 5 до 
0 седмици преди операцията и 1 до 52 сед-
мици след операцията. В мултивариантни 
анализи количеството на циркулиращите 
туморни клетки е независим прогностичен 
фактор за общата преживяемост и прежи-
вяемосттабез локален рецидив и далечни ме-
тастази при пациенти с ранен карцином на 
гърда, получаващи неоадюдантна терапия.24

Предиктивни биомаркери. Предиктив-
ните биoмаркери носят информация относ-
но отговора към дадена терапия. Те могат 
да бъдат само предиктивни или едновремен-
но прогностични и предиктивни. Пример за 
предиктивен биомаркер е преекспресията на 
HER2 при карцинома на стомах. Той е валиди-
ран в проспективното фаза 3 рандомизирано 
контролирано проучване ToGA, което сравня-
ва приложението на trastuzumab и стандарт-
ната химиотерапия, със самостоятелното 
приложение на химиотерапия при пациенти с 
авансирал HER2 позитивен карцином на сто-
маха и гастро-езофагеалната връзка. В резул-
тат на това проучване trastuzumab в комби-
нация с химиотерапия се приема като нова 

стандартна възможност за пациентите с 
HER2-позитивен авансирал карцином на сто-
маха или на гастро-езофагеалната връзка.25 
Неясно остава значението на HER2 за прог-
нозата на пациентите с карцином на стома-
ха26, за това можем да приемем, че за сега той 
е само предиктивен фактор.

Друг е случаят с HER2 преекспресията 
при карцинома на гърдата, където този би-
омаркер се е доказал както като прогности-
чен27, така и като предиктивен за терапия 
с trastuzuma28,29,  lapatinib30 и  pertuzumab31 и 
по-лош отговор към хормонална терапия.32

Предиктивните маркери могат да се 
разделят на фактори за чувствителност и 
фактори за резистентост. Пример за пре-
диктивен фактор за резистентност пред-
ставляват мутациите в гена за естрогенния 
рецептор ESR1. Около 70% от карциномите 
на гърда експресират естрогенен рецептор α 
(ERα), което ги прави чувствителни на хор-
монална блокада. Ендокринна терапия е чес-
то препоръчваната първа линия за лечениена 
ЕR-позитивен първичен33 или метастатичен 
карцином на гърдата.34 Ароматазните инхи-
битори (АИи) са гръбнак на eндокринната 
терапия при много пациенти.В основата на 
действието им стои инхибиране на естро-
генната синтеза в периферни тъкани, водещо 
допълна липса на активация на ER. Същест-
вуват няколко механизма на резистентност 
към АИи, за които ключова роля имат мута-
циите в ESR1.35

Друг пример за предиктори на резис-
тентност са мутациите в RAS гените, 
които са толкова убедителен фактор за 
резистентност към терапия с cetuximab, 
че Европейската асоциация по медицин-
ска онкология препоръчва задъжителното 
изследване на RAS статуса преди прила-
гане на анти-EGFR лечение с cetuximab и 
panitumumab.36

Тук влиза и една специална подгрупа би-
омаркери – биомаркери за оценка на риска от 



31

ТРИТЕ ВЪПРОСА НА "СФИНКСА" НА ОНКОЛОГИЧНАТА ПРЕДИКЦИЯ

терапията/оценка на токсичността. Такъв 
е примера с DPYD гена, който кодира ензим – 
дихидрипиримидин дехидрогеназа (PDP). Този 
ензим има значение за разграждането на пи-
римидините и деактивира повече от 80% от 
стандартната доза на 5-Fluorouracil (съот-
ветно и на capecitabine). Истинският дефи-
цит в PDP засяга 5% от населението. При 
тези пациенти липсата на ензимна актив-
ност повишава полуживота на лекарство-
то, което води до повишена токсичност. 
Други 3-5% от населението имат частич-
на PDP недостатъчност, заради вариации в 
гена, което също има за резултат повишена 
токсичност.37 Метаанализ от 2014 свързва 
няколко полиморфизма в DPYD с повишена 
токсичност при лечение с 5-FU.38

Биомаркери за проследяване на тера-
певтичния отговор. Броят на циркулира-
щите туморни клетки (ЦТК) е най-широко 
изследваният биомаркер за проследяване на 
терапевтичния отговор. Метаанализ на 50 
проучвания, публикуван през 2017 г., показва 
значително намаляване на броя на ЦТК след 
провеждане на лечение (адювантна или нео-
адюванта химиотерапия, но не и хирургия) 
при пациенти с карцином на гърда. Намалява-
не на ЦТК се свързва с по-малка вероятност 
от прогресия на болестта и по-добра обща 
преживяемост.39 Отново през 2017 г. e пуб-
ликувано и едно малко проучване, изследващо 
значението на ЦТК след радикална операция 
на недребноклетъчен карцином на бял дроб. 
Установява се, че наличието на ЦТК след 
операция е значително свързано с появата 
на по-ранен рецидив.40 Много други серумни 
маркери са използвани за мониторинг на те-
рапията при карциноми с различна локализа-
ция (CEA-колоректален карцином, AFP-хе-
патоцелуларен карцином, CA19-9- карцином 
на панкреас, Ca 125 – карцином на яйчници, 
Ca15-3 – карцином на гърда и т.н.). Тяхното 
изследване преди начало на терапия (неоа-
дювантна или хирургична) е задължително, 

за да може да се проследи специфичния от-
говор.41,42

Биомаркери като терапевтични ми-
шени. Много малка част от откритите до 
сега биомаркери могат да се използват като 
терапевтични мишени. Това се дължи най-
вече на факта, че повечето биомаркери не 
са директно свързани с туморния растеж. 
Най-добрият пример за биомаркер като те-
рапевтична мишена е HER2. Моноклонал-
ното антитяло trastuzumab, свързвайки се 
с извънклетъчния домейн на HER2, може да 
потисне растежа, пролиферацията и оцеля-
ването на раковите клетки, както по ин-
директни, така и по директни механизми.43 

Терапията с trastuzumab при пациенти с пре-
експресия на HER2 подобрява значително 
общата преживяемост при пациенти с кар-
цином на гърдата, което е доказано в мета-
анализ на проспективни проучвания44 и при 
карцином на стомаха, което е доказано в 
рандомизирано фаза 3 проучване.25

Подобен пробив в клиничната онколо-
гия е блокирането на механизма на програ-
мираната клетъчна смърт. Микросредата 
около тумора е първото място, на което 
тумора и имунната система си взаимо-
действат. При това взаимодействие ту-
морът успява да избегне имунния отговор, 
в резултат на което туморните клетки 
се разпространяват, рецидивират и метас-
тазират. Висока експресия на рецептора за 
програмирана клетъчна смърт (PD-1) е на-
блюдавана при тумор-асоциирани антиген 
представящи клетки, макрофаги, фибро-
бласти и Т-клетки. Този рецептор има два 
лиганда – PD-L1 и PD-L2. Тумор асоциира-
ните Т-клетки с висока експресия на PD-1 
са с увредени функции и не могат да унищо-
жат туморните клетки. Дори напротив, 
свързването им с лигандите може да доведе 
до апоптоза или анергия на Т-клетките. В 
този случай PD-L1, експресиран на повърх-
ността на туморните клетки, играе роля-
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та на щит. При инхибиране на рецептора 
на повърхността на Т-клетките те могат 
частично да възстановят функциите си.45

Pembrolizumab е моноклонално антитя-
ло, което се свързва с рецепторите за програ-
мирана клетъчна смърт (PD-1) на Т клетки-
те и блокира взаимодействието им с лигадите 
PD-L1 и PD-L2. Това свързване има за резул-
тат активиране на T-клетъчния медииран 
имунен отговор срещу туморните клетки.46

През 2015 г. FDA одобрява pembrolizumab 
за лечение на пациенти с метастатичен не-
дребноклетъчен карцином на бял дроб, чиито 
тумори експресират PD-L1.47 През 2017 г. 
след като pembrolizumab е одобрен за лечение 
на метастатичен меланом, метастатичен 
недребноклетъчен карцином на бял дроб, ме-
тастатичен или рецидивен карцином на глава 
и шия, резистентен на терапия Ходжкинов 
лимфом и уротелни карциноми, FDA за първи 
път одобрява приложението на онкологична 
терапия, на базата на туморен биомаркер, а 
не на първична локализация на тумора.48

Как клиничната онкология 

валидира технолoгии за 

изследване на биомаркери?

Тестът за туморен биомаркер се из-
ползва, за да се установи или измери промя-
на в процесите, които туморният маркер 
отразява. Възможно е няколко анализа или 
теста да определят статуса на един био-
маркер. Тези анализи може да измерват една 
и съща или различни характеристики на мар-
кера. Добър пример за това е erbB2 гена, кой-
то кодира HER2 протеина. Съществуват 
поне 3 анализа за ин ситу хибридизация за 
определяне амплификацията на гена (хромо-
генна ин ситу хибридизация, CISH; сребърна 
ин ситу хибридизация, SISH; флуоресцентна 
ин ситу хибридизация, FISH).49 Същестуват 
и имунохистохимични анализи за количест-
вена оценка на експресията на HER2 проте-

ина в туморната тъкан.50 Откриването на 
активиращи мутации в гена също се свързва 
с постоянно активиране на рецептора. Все-
ки един от тези тестове носи информация 
за активността на HER2, но и всички те са 
много различни и информацията, която но-
сят, има различен клиничен смисъл.4

За да се развият и валидират тестове-
те за туморни маркери, първо и най-важно 
те трябва да имат конкретно клинично при-
ложение (за оценка на риска от болест, ран-
на диагноза, определяне на прогноза, отговор 
към лечение, проследяване на резултатите 
от лечението или като мишена за терапия). 
Усилия за развитието на даден туморен би-
омаркер трябва да се полагат само и един-
ствено, ако той би променил клиничната 
практика. Често одобрението на тестове-
те за биомаркери от FDA не значи, че той 
трябва да се използва. От друга страна тес-
товете, разработени в дадена сертифици-
рана лаборатория, могат да навлизат в кли-
ничната практика и без одобрение от FDA.4

След откриването на даден биомар-
кер, което обикновенно включва вътрешно 
валидиране, кандидатите за биомаркери се 
включват в клинично приложими платфор-
ми и се подлагат на два типа валидиране. 
Аналитичното валидиране показва дали да-
деният тест за туморен биомаркер точно 
и надеждно измерва субстрата на интерес 
в съответната проба от пациента.4 Ана-
литичното валидиране обикновено се из-
вършва с помощта на теста, използван при 
откриването на биомаркера, и клинична 
платформа, която проверява устойчивост-
та и възпроизводимостта на измерванията. 
Често и широко използвани технологии за 
анализ биомаркери са PCR, ин ситу хибриди-
зацията и имунохистохимията.51

Клиничното валидиране показва дали 
тестът за даден бомаркер точно и надежд-
но оценява клинично или биологично наруше-
ние или разделя популацията на две или пове-
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че групи с различни клинични или биологични 
характеристики.4

След като аналитичната валидация е 
приключила се оценява и клиничното прило-
жение на теста за даден биомаркер, за да се 
потвърди неговото значение за диагнозата, 
прогнозата или отговора къмтерапията. В 
идеалния случай биомаркерът трябва да бъде 
оценен в проспективни проучвания с голяма 
статистическа сила.51 Такъв е примерът с 
проучването TransATAC. То е проспективно 
проучване, имащо за цел да определи прогнос-
тичната стойност на сигнатура от 21 гена; 
включва 1372 пациенти с хормон-позитивен 
първичен карцином на гърда. Гените са из-
следвани с помощта на PCR, а стойността 
за прогнозата на генната сигнатура, заедно 
с някой клинични променливи (възраст, раз-
мер на тумора, лечение) е изследвана с кокс-
регресионен анализ.52 Прилагането на този 
подход при въвеждане на всички биомаркери в 
клинината практика е нереалистично поради 
финансови причини и/или ограничение в броя 
на пациентите. За това често се прилагат 
методи, близки до тези на откриването на 
биомаркерите. Проспективно–ретроспек-
тивните проучвания и биобанкирането са 
приемливи алтернативи.51 Накрая се изследва 
клиничната приложимост на биомаркера. Тя 
показва има ли достатъчно доказателства, 
че използването на дадения тест за биомар-
кер като инструмент за взимане на клинични 
решения води до измеримо по-добри резулта-
ти за пациентите, в сравнение с разултати-
те при пациенти, при които този тест не е 
взет под внимание.4

Как клиничната онкология 

определя влиянието на 

биомаркерите върху 

отговора на терапиите?

Системата за оценката на полезност-
та на туморните маркери е първоначално 

въведена от Американската Асоциация по 
Клинична Онкология и се базира на публику-
ваната до тогава информация.53 Маркерите 
са характеризирани според нивото на дока-
зателственост и точността на публику-
ваните проучвания. Тази система за оценка 
е приета и от Европейската Асоциация по 
Медицинска Онкология.21 Тя включва ниво на 
доказателственост и степен на препоръка. 
Според нея клиничните проучвания се разде-
лят в категории според дизайна, начина на 
събиране на пробите и крайната цел.

Категория A: Биомаркерът е дока-
зан в проспективно контролирано проуч-
ване (проспективно включвани пациенти, 
проспективно събирани проби, дизайнът на 
проучването е насочен към оценка на значи-
мостта на туморните маркери);

Категория B: Биомаркерът е доказан 
в проспективно прочуване, което не е съз-
дадено специално, за да го оценява (пациен-
тите са проспективно включвани, пробите 
са архивни, дизайнът на проучването не е 
насочен към оценка на значимостта на ту-
морните маркери). Планът за анализ на зна-
чението на биомаркера е направен преди да 
са извършени тестовете. 

Категория C: Биомаркерът е доказан 
в проспективно или наблюдателно проучва-
не. Пациентите са проспективно включени 
в регистър (пробите са събрани, анализира-
ни и архивирани по стандартен начин); част 
от ретроспективно проучване; планът за 
анализ на значението на биомаркера е напра-
вен преди да са извършени тестовете. 

Категория D: Проучването няма про-
спективен елемент. Информацията за паци-
ентите е получена от ретроспективен об-
зор на картоните им. Пробите са събрани, 
анализирани и архивирани по стандартен на-
чин. Планът за анализ на значението на би-
омаркера е направен преди да са извършени 
тестовете.
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На Табл. 1 са представени категори-
ите на клиничните проучванияза оценка на 
биомаркерите, съответните допълнителни 
проучвания, необходими за да се приравнят 

категориите към даденото ниво на доказа-
телственост и съоветното ниво на доказа-
телственост за приложение на биомаркери-
те в клиничната практика.

Ниво Категория Налични проучвания за валидиране

I A Не се изискват

I B Едно или повече, с еднозначни резултати

II B Нито едно или разнозначни резултати

II C 2 или повече с еднозначни резултати

III C Нито едно или едно, независимо от резултата

IV-V D Не е приложимо*

Таблица 1. Ниво на доказателственост за определяне на приложимостта на туморните маркери53

*Не е приложимо, защото нива на доказателственст IV и V никога няма да бъдат достатъчни за определяне на 
клинична значимост на даден биомаркер.

Заключение

Навлизайки в ерата на персонализра-
ната медицина, биомаркерите са все по-не-
обходими. Към създаването и изследването 
им обаче трябва да се подхожда отговорно. 
Процесът на доказване и въвеждане на би-
омаркер в клиничната практика е дълъг и 
скъп. За това усилия трябва да се полагат, 
ако биомаркерът би повлиял вземането на 
решения в клиниката, ако би осигурил повече 
информация от стандартните прогностич-
ни фактори, ако изследването му би било от 
клинична полза за пациента. Дали той отго-
варя на тези условия може да се установи 
само чрез правилно създадени клинични про-
учвания, които да осигурят неговото анали-
тично и клинично валидиране. Накрая, тези 
проучвания трябва да бъдат представени 
унифицирано и достъпно. Така например 
за оценка на проучванията на прогностич-
ните фактори са създадени препоръките 
REMARK (Reporting Recommendations for 

Tumor Marker Prognostic Studies). Те влюч-
ват насоки за описание на изследователски-
те цели, хипотези, обект на изследването, 
методи, статистически анализ, дизайн и 
резултати.54 Последна стъпка за въвежда-
не на биомаркера в клиничната практика 
е установяването и на неговата клинична 
приложимост. Трябва да имаме предвид, че 
„лошият“ биомаркер е точно толкова лош, 
колкото лошо лекарство.55
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ОБЗОР
В съвременната медицинска практика ежедневно се срещаме с нови гене-

тични тестове, разработени за решаването на конкретен проблем. Почти няма 
медицинска специалност, която наред с класическите диагностични изследвания 
да не се изправя пред необходимостта от използване на генетични тестове. В 
повечето случаи те са валидирани за извършвене на in vitro диагностика и на ме-
дицинските специалисти не им се налага да познават в детайли холистичните 
познания, довели до създаването на крайния продукт. Същото се отнася и за пре-
диктивните биомаркери, ставащи все по-популярни като инструмент на персо-
нализираната медицина. 

Валидирането на един биомаркер минава през няколко основни етапа: от-
криване на подходящ кандидат, проучване и окачествяване, потвърдителни 
анализи, оптимизиране на методите за изследване, валидиране като предикти-
вен биомаркер, комерсиализация. В следващата статия са представени основ-
ни етапи от историята на един от генетичните маркери, широко използван в 
онкологията – генът, кодиращ рецептора на епидермалния растежен фактор 
(EGFR,OMIM 131550).
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Увод

Биомаркерите са биологични индика-
тори, чиито измерени стойности носят 
определена информация и могат да служат 
за различни цели. Наред с концентрацията 
на даден белтък, метаболит или ензимна 
активност в биологична проба, роля на би-
омаркер също може да играе определянето 
на специфични генетични характеристики. 
Биомаркерът може да се определя еднократ-
но или да подлежи на повтарящи се измерва-

ния. От своя страна, биомаркерите, които 
се измерват само веднъж, се подразделят 
на две групи – прогностични и предиктивни. 
Като обща дефиниция: прогностичният би-
омаркер дава информация за това как ще се 
развие болестта при даден пациент при лип-
са на лечение или при назначаване на стан-
дартно такова. Предиктивните маркери 
позволяват да се идентифицират пациенти, 
които ще са подходящи или не за съответна 
специфична терапия.
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Генетични биомаркери

Поради голямото разнообразие и раз-
личните сфери на приложение, генетичните 
биомаркери трудно могат да бъдат подреде-
ни в универсална класификация. Генетични-
те тестове целят да установят промени на 
хромозомно ниво (например цитогенетичен 
анализ за бройни и структурни нарушения), 
субхромозомно ниво (например сравнителна 
геномна хибридизация CGH), гени (или свър-
зани с гените последователности) или тех-
ните белтъчни продукти. Първоначално в 
клиничната практика генетичните изслед-
вания служеха основно за: i) поставяне на 
диагноза – пример за това са множеството 
описани генетични болести; ii) изследване на 
носителство – обект може да бъде отделен 
индивид, фамилия или дадена популация;iii) 
превенция на болестта – чрез провеждане 
на пренатална или предимплантационна ди-
агностика. 

Натрупването на информация и по-
знания даде началото на нови насоки за 
приложение на генетичните биомаркери, а 
именно търсене на по-добри терапевтич-
ни резултати. Безусловно, използването на 
генетична информация за разработване на 
нови медикаменти се нуждае от сериозни 
научни проекти, защото стандартните ге-
нетични анализи не следват идеята за инди-
видуализирана терапия, не могат да опреде-
лят вариабиалността на клиничния отговор 
и ограничават използването на комплексни 
биомаркери, предоставящи по-богата ин-
формация.

Така съвременната концепция за гене-
тичен биомаркер трябва да включва харак-
теристики на ниво ДНК или РНК, които са 
индикатор за нормален или патологичен био-
логичен процес или отговор за терапевтич-
на или друга интервенция. Това предполага, 
че валидирането на даден биомаркер трябва 
да включва значително по-голям спектър 
от анализи като определяне на експресията 

и функцията на даден ген, регулацията му; 
изследване на динамични ДНК мутации; епи-
генетични промени и други. 

В днешно време са разработени хиляди 
тестове. Новите насоки са ранното поста-
вяне на диагноза и разработване на нови ле-
карства, основани на генетичен биомаркер. 
Могат да бъдат определени шест взаимно 
свързани етапа при проучванията на гене-
тичните биомаркери (Novelli at al., 2008): i) 
откриване на подходящ кандидат, ii) проуч-
ване и окачествяване, iii) потвърдителни 
анализи, iv) оптимизиране на методите за 
изследване, v) валидиране като предиктивен 
биомаркер и vi) комерсиализация.

Тези етапи са застъпени в различна 
степен в отделните фази на клинични про-
учвания. В голяма степен първите четири 
стъпки касаят предклиничната фаза, в коя-
то се извършват определяне на генетични-
те характиристика на маркера, подбран за 
кандидат и се оценява фармакокинетична 
информация, събрана от моделни системи 
– например клетъчни линии или екперимен-
тарни животни. Така проученият генетичен 
биомаркер бива анализиран с цел валидиране 
в следващите фази (първа до четвърта) на 
клинично проучване. 

Откриване на подходящ кандидат. 
Ако изберем като пример генетичният мар-
кер EGFR (Epidermal growth factor receptor), 
ще отбележим дългия път от неговото от-
криване от Станли Коен през 1979 г., редица 
трудове, изучаващи неговата функция през 
80-те години, определянето на неговата 
генетична структура през 90-те години и 
накрая – последната декада, свързана с не-
говото определяне като предиктивен био-
логичен маркер. Обобщено можем да опреде-
лим, че EGFR и неговите лиганди са сигнални 
молекули, регулиращи клетъчната пролифе-
рация, диференциация, оцеляване, както и 
развитието на тъканите.
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Хромозомната локализацията на EGFR 
е посочена от два отделни научни екипа2,3 
върху 7-ма хромозома в областта 7p13-q22. 
Използвани са хибридни клетъчни линии 
между мишка и човек и експресионен анализ, 
който насочва към конкретния хромозомен 
локус (Фиг.1). 

Цялостната му структура е описана 
от Reiter et al.4 и има 28 кодиращи последова-
телности. Характерно за гена е, че съдържа 
няколко повторени последователности от 
типа на SINEs и LINEs, а също така тринукле-
отиден микросателит (TGG/A) в интрон 15, 
и две динуклеотидни последователности в 
интрон 27. За целта са използвани клетъчни 
линии, съдържащи клонове на човешка геном-
на библиотека, а генетичните последовател-
ности са определени с директно секвениране 
по Sanger. Паралелно за извършване на меж-
дувидов анализ и определяне на консерватив-
ните и полиморфни локуси са изследвани и 
клонове от миши геном, съдържащи EGFR. 
Междувидовите анализи стоят в основа-
та на съвременните програми „предикто-
ри”, които позволяват без да се извършват 
функционални и експресинонни анализи да се 
определи ефекта върху генната функция на 
конкретна мутация. По-известните програ-
ми „предиктори”, които се ползват днес, са I-
mutant, SIFT, POLYPHEN. Допълнително чрез 
експресионни анализи са проучени алтерна-
тивните форми на снаждане (Фиг.2), които 
показват, че от гена могат да се синтезират 
белтъчни продукти с различна дължина.

По данни на Guillaudeau et al. и нор-
малните, и туморните клетки продуцират 
изоформи, при които липсва интрацелуларен 
домейн и определени аминокиселинни после-
дователности.6

Проучване и окачествяване. Точното 
описание на структурата и организацията 
на един ген позволява провеждане на систем-
ни изследвания на неговата функция в норма 
и патология. Тук е мястото да насочим вни-
мание към мутациите като един естествен 
източник на генетично разнообразие. Проме-
ните на генетичната функция най-често се 
дължат на мутации, които водят до замяна 
на една аминокиселина с друга преждевремен-

Фигура 1. Хромозомна локализация на EGFR гена. По база данни на NCBI той е разположен между нуклеотидни 
двойки 55,019,032 до 55,207,338 на хромозома 7.

Фигура 2. Алтернативни EGFR транскрипти. (A) 
Схематично представяне на пълния транскрипт 
(p170), човешки 3.0 килобазов транскрипт 
(p110) и миши 2.8 килобазов транскрипт. (B) и 
(C) Имунопреципитати на клетъчни лизати на 
транфектирани човешки и миши линии.4
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на поява на герминиращ кодон или засягат 
регулацията на гена, нарушавайки висококон-
сервативните донорни и акцепторни места 
за снаждане. На Фиг. 3 е представена органи-
зацията на тези последователности на част 
от EGFR гена, където са локализирани моле-
кулните дефекти, свързани с туморогенеза.

Връзката между мутациите в EGFR-ге-
на и недребноклетъчния карцином на бял дроб 
(НДКБД) е безспорна. Екзоните 18 до 21 коди-
рат част от киназния домейн (Фиг. 4). С най- 
голяма честота се срещат делециите в екзон 
19 или еднонуклеотидната замяна в екзон 21 
L858R. Ролята им върху функцията на гена 
се изразява в увеличение на киназната актив-
ност на EGFR, водеща до хиперактивация на 
последващи сигнални пътища. По принцип не 
всички промени на ДНК ниво следва да бъдат 
свързани и с промяна на функцията на гена, за-
това тяхната роля трябва да бъде внимател-
но изяснена. В една от наличните бази с данни 
за генетичните варианти в EGFR (http://bcc.
ee.cityu.edu.hk/data/EGFR.html) може да се ви-
дят описани 112 молекулни дефекта, както 

и триизмерни модели на техните белтъчни 
продукти. Друг екип от изследователи5 съз-
дава база данни, описваща 809 мутации. Като 

Фигура 3. Екзон–интронна организация на EGFR гена. Показани са последователностите при човек (H), мишка 
(М), плъх (R) и пиле (С). Наблюдава се консервативната организация на донорното (gt) и акцепторното (ag) 
място за снаждане.4

Фигура 4. Локализация и роля на EGFR мутации. 
Молекулните дефекти, описани над схемата, са 
свързани с чувствителност към тирозинкиназни 
инхибитори. Мутациите под схемата са свързани с 
тирозин киназна резистентност. Повечето инсерции 
в екзон 20 са свързани с понижена тирозинкиназна 
чувствителност, докато A763, Y764insFQEA-
мутациите правят изключение и са свързани с 
увеличение на тирозинкиназната чувствителност.7
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обобщена характеристика на тези молекулни 
дефекти може да се посочи, че четири горещи 
точки представят 70% от мутациите, дока-
то две трети от 131 уникални мутации (11% 
от всички) са описвани само в единични случаи. 
Микроделеции или микро индел с големина от 
1 до 50 нуклеотида са характерни за екзон 19.

Наред с описването на нуклеотидните 
последователности на един ген и изясняване 
на неговата експресия и регулация една съ-
ществена част от проучванията са насочени 
към неговата белтъчна структура. Именно 
тя дава отговор за характеристиката и ва-
риабилността на клиничния фенотип. През 

2006 г. Zhang et al. предлагат модел, според 
който киназния домейн на човешкия EGFR 
може да бъда активиран посредством увели-
чаване на неговата локална концентрация или 
ако мутация промени кодона за левцин на 834 
позиция, намиращ се в активационната брим-
ка с аргинин.8 Това предполага, че киназният 
домейн вътрешно се автоинхибира. Използ-
вайки мутационни и кристалографски анализи 
е установено, че автоинхибираната конфор-
мация на EGFR-киназния домейн прилича на 
този на циклин-зависимите кинази. Така акти-
вирането на EGFR води до формиране на аси-
метричен EGFR димер, в който въглеродният 

Фигура 5. Основен модел за активацията на представители от групата на EGFR.8 (А) Сравнителен анализ на 
аминокиселинни последователности при човек и мишка. Два панела показват остатъци, включени в азотния 
(отбелязани с кръгове) и въглеродния (отбелязани с триъгълници) край на интерфейса на димера. (B) Основен 
модел за активацията на представители от групата на EGFR тирозинкинази. Всичките могат да работят 
като циклин-подобни активатори за киназно активни представители (EGFR, ErbB2 и ErbB4) след лигандно-
индуцирана хомо- или хетеродимеризация.
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край на киназа 1 домейна има аналогична роля 
на циклина в активираните циклин- циклин за-
висима киназни комплекси (Фиг. 5).

Потвърдителни анализи. Трудно може 
да се систематизират единадесетте хиля-
ди публикации,свързани с генната функция на 
EGFR. Някои от насоките на проучванията 
са: динамика на димеризацията, механизми на 
инхибиране, спецификация на белтъчни мо-
лекули, участващи в сигналния път, възмож-
ното участие в механизми на импринтинг, 
експресия в различни тъкани и много други. В 
методологично отношение са използвани ши-
рок спектър от молекулярно-генетични, био-
химични и ензимни анализи, модифицирани кле-
тъчни линии и компютърни модели. Специално 
място заслужават изследванията, насочени 
към отговора при лечение с EGFR-тирозинки-
назни инхибитори. Повечето пациенти с НД-
КБД не отговорят при лечение с gefitinib. На 
практика само при около 10% се регистрира 
такъв. През 2004 г. Lynch et al. идентифици-
рат активиращи соматични мутации в тиро-
зинкиназния домейн на EGFR при пациенти с 
отговор към терапията.9 Мутациите са от 
различно естество – малки делеции, не нару-
шаващи рамката на четене или субституции, 
локализирани около АТФ-свързващото място 
на тирозинкиназния домейн (Фиг. 6). 

Ефектът на мутациите върху гена 
може да бъде определен като придобиване 
на функция; при in vitro изследвания се уста-
новява усилена тирозинкиназна активност 
като отговор и засилена чувствителност 
към инхибиране на епидермален растежен 
фактор от gefitinib. 

Натрупаната през години информа-
ция за молекулните дефекти показа и други 
интересни характеристики, които са от 
значение при дизайнирането на клинични 
проучвания: мутациите са по-чести при аде-
нокарциноми, отколкото при други недреб-
ноклетъчни белодробни карциноми; мута-
циите са по-чести в азиатските популации, 

отколкото в Европа и Америка; мутациите 
са по-чести при жени отколкото при мъже.

Оптимизиране на методите за из-
следване. Когато след комплексни проучва-
ния един генетичен маркер бъде определен 
като предиктивен, възниква необходимост-
та да бъдат подбрани подходящи методи за 
рутинното му изследване, които да осигуря-
ват аналитична надеждност, възпроизводи-

Фигура 6. Мутации в EGFR гена при тумори, даващи 
отговор на терапия с gefitinib.9 A. B и C – нуклеотидни 
последователности на EGFR с хетерозиготни 
делеции в областта на тирозинкиназния домейн. D 
и E – нуклеотидни последователности на EGFR с 
еднонуклеотидни замени, водещи до аминокиселинна 
субституция в областта на тирозинкиназния домейн. 
F – схема на димеризирани EGFR молекули, свързани 
с EGF лиганд. Показани са екстрацелуларният 
домейн, съдържащ два рецепторни лигандни домейна 
и фурин-подобен домейн, трансмембранният регион 
и цитоплазмения домейн, съдържащ каталитичния 
киназен домейн. Тирозиновият кодон (Y1068) и 
мястото за автофосфорилиране като маркер за 
активацията на рецептора са отбелязани наред 
с последващите пътища на активиране на STAT3, 
MAP киназа и AKT. Точните позиции на тумор-
асоциираните мутации в тирозинкиназния домейн са 
представени в червено.
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мост и чувствителност. В зависимост от 
природата на молекулните дефекти, алелна-
та хетерогенност и естеството на биоло-
гичната проба, аналитичният подход може 
да има множество решения. Допустимо е 
използване както на комерсиални набори за 
in vitro диагностика, така и на разработени 
от конкретната лаборатория методики. 
През последните години все повече навлязо-
ха автоматизирани системи с унифицирани 
нива на контрол, с което значително се ре-
дуцира нивото на субективни грешки както 
при провеждане на анализа, така и при ин-
терпретация на резултатите. Безусловно 
изискване, когато определянето на предик-
тивния маркер е утвърдена част от дадена 
медицинска дейност, е изследванията да се 
извършват от акредитирана по съответна-
та специалност лаборатория.

Валидиране на биомаркер. Валидира-
нето на един предиктивен генетичен маркер 
е свързано основно с провеждане на клинични 
проучвания, които могат да имат различен 
дизайн. Според това те се разделят в две 
групи: i) ретроспективни, използващи данни 
от предварително проведени рандомизирани 
контролирани проучвания и ii) проспектив-
ни, използващи обогатяване, неселектиран, 
хибриден или адаптивен анализ.

Ретроспективен дизайн. Проспек-
тивно планираните клинични изпитвания са 
златният стандартен подход към валиди-
ране на предиктивни маркери.10 С цел нама-
ляване на времето и разходите, необходими 
за проспективните опити, за да се определи 
предиктивната способност на даден маркер 
е по-често и по-лесно е използване на дан-
ни от проведени преди това рандомизирани 
контролирани проучвания и сравняващи те-
рапии, за които този маркер е предложен.

Основните елементи, които са кри-
тични за проучвания за ретроспективна 

валидация, са: наличие на данни от добре 
проведено рандомизирано контролирано про-
учване; наличие на проби за голяма част от 
пациентите, за да се избегнат отклонения 
заради селекцията; проспективно определена 
хипотеза, избор на техники за анализ и група 
от пациенти; предварително дефинирана и 
стандартизирана система за анализ и оценка; 
размер на извадката и обосновка на силата.

Златен стандарт за валидиране на пре-
диктивни маркери остава проспективното 
рандомизирано контролно проучване, неза-
висимо че ретроспективното валидиране е 
приемливо при определени обстоятелства. 
Няколко различни модела за валидиране на ге-
нетични биомаркери са използвани в областта 
на онкологията. Според Mandrekar SJ et al. те 
могат да се обособят в три категории.10

Целеви или обогатен дизайн (Targeted 
or Enrichment Designs). Този дизайн се осно-
вава на парадигмата (при убедителни пред-
варителни доказателства), че не всички па-
циенти ще се повлияят от разглежданото 
лечение, а по-скоро ползата ще бъде за огра-
ничена подгрупа пациенти, които имат или 
нямат определена молекулна характерис-
тика по даден маркер. Следователно, всички 
пациенти се подлагат на скрининг за наличи-
ето или отсъствието на маркер или панел 
от маркери и само тези, които са с (или без) 
определени молекулни характеристики, се 
включват в проучването. Използването на 
този дизайн води до стратификация на из-
следваната популация с цел разбиране на без-
опасността, поносимостта и клиничната 
полза от лечението в селектирана подгру-
па на популацията пациенти, определени по 
специфичен статус на маркера.

Неселектиран дизайн (All-Comers 
Designs). При този дизайн всички пациенти, 
отговарящи на критериите за допустимост 
(който не включва статуса на биомаркерната 
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характеристика), се допускат до проучване-
то. От своя страна неселектираният дизайн 
се разделя на стратегия за последователно 
тестване и на основан на маркера дизайн.

Стратегия за последователно тества-
не. Подобно на рандомизирано контролирано 
проучване с една основна хипотеза, която 
се тества най-напред в цялата популация и 
след това в проспективно планирана подгру-
па; или обратното – първо в определената 
от маркера подгрупа, а след това – тества-
не в цялата популация, при условие, че резул-
татите от анализа в подгрупата не показ-
ват статистическа достоверност.

Основан на маркера дизайн. Показва 
връзката между определен биомаркер и те-
рапия. Дизайнът на взаимодействие с марке-
ри по терапия използва статуса на маркера 
като фактор на стратификацията (т.е. 
предполага, че общата популация може да 
бъде разделена на дефинирани от маркера 
подгрупи) и произволно насочва пациентите, 
подлежащи на терапия, в рамките на всяка 
маркерна подгрупа.

Заключение

Представеният материал няма пре-
тенции да налага утвърден алгоритъм, кой-
то може да се използва при валидиране на ге-
нетични предиктивни маркери. Важно е да 
се отбележи, че са необходими комплексни 
проучвания и познания, обхващащи не само 
генетичните характеристики, но и всички 
взаимодействия на ниво клетки, тъкани и 
органи, определящи многопластовия облик 
на клиничния фенотип. Развитието на тех-
нологиите (особено секвенирането от ново 
поколение (NGS – next generation sequencing), 
приложението на експресионни анализи, из-
следването на РНК интерференцията и 
много други съвременни разработки) пома-
гат за значително по-бързото натрупване 
на информация. Всички тези предпоставки 
дават реални възможности за валидиране 

и навлизане на нови предиктивни маркери, 
както и по-прецизна преценка на терапев-
тичния ефект. Това става във все по-крат-
ки срокове и е приложимо към все по-широк 
спектър от медицински проблеми.
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ОБЗОР
Карциномът на гърда (КГ) е хетерогенна група от различни болестни под-

типове, всеки с характерни биологични и клинични характеристики. Напредъкът 
в разбирането на молекулярните сигнални пътища доведе до нови методологии 
за определяне риска от рецидив. В статията се обсъжда ролята на генно-експре-
сионното профилиране за идентифициране на генни сигнатури с прогностично и 
предиктвно значение за полза от адювантна терапия, както и възможността за 
ескалиране или деескалиране на провежданото лечение.

МУЛТИГЕННИ СИГНАТУРИ И ДЕЕСКАЛАЦИЯ НА 

АДЮВАНТНИТЕ ИНТЕРВЕНЦИИ ПРИ КАРЦИНОМ 

НА ГЪРДА

доц. Милка Георгиева, дбн

Българско дружество по патология

Увод

Карциномът на гърда (КГ) е хетероген-
на болест с различни биологични характерис-
тики и клинично протичане. В клиничната 
практика, при определени субтипове ранен КГ 
(с наличие на експресия на естрогенни и про-
гестеронови рецептори, липса на HER 2 екс-
пресия) все по-широко навлиза изследването 
на панели от гени, определящи риска от реци-
див и необходимостта от адювантна химио-
терапия. Разработването на мултигенните 
тестове доведе до подобрено предсказване на 
риск от рецидив при пациенти с КГ в ранен 
стадий, позитивен естроген рецептор (ER) и 
негативен HER2, в сравнение с използването 
на стандартни прогностични критерии.

Мултигенни сигнатури

Няколко мултигенни теста вече са въ-
ведени в клиничната практика: Oncotype DX, 

Prosigna, MammaPrint, EndoPredict, Breast 
cancer index (BCI). Тези тестове спомагат 
за изчисляване на индивидуалния риск от 
рецидивна пациента и дават прогностична 
информация независима от стандартните 
клинични и патологични параметри.1

21-генна сигнатура (Oncotype DX, 

Recurrence Score). Тестът измерва генна 
експресия на 21 гена чрез количествен qRT-
PCR на РНК, изолирана от парафинови блок-
чета. Дава точкова оценка за рецидив при 
жени с ранен стадий на КГ, с налична експре-
сия на естрогенен рецептор, без метаста-
тично засягане на регионални лимфни възли. 
Анализират се 16 гена, отговорни за проли-
ферация и регулация на естрогеновия рецеп-
тор (ER), на HER2-сигналния път и инвазия, 
заедно с пет контролни гена. Резултатът 
от теста се изразява като оценка за реци-
див (RS) от 1 до 100. Туморите се класифи-
цират в три рискови категории, базирани на 
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техния RS: нисък (RS < 18), умерен (RS 18-
30) и висок риск (RS ≥ 31).3 Тестът може да 
бъде използван при новодиагностицирани па-
циенти от всички възрасти с ER+, стадий I 
или II. Притежава и предиктивна стойност 
за ползи от ендокринна терапия (tamoxifen и/
или ароматазни инхибитори) и от адювант-
на химиотерапия.2

70-генна сигнатура (MammaPrint). 
Тестът е базиран на ДНК-микроарей техно-
логия. Наскоро е валидиран за работа с тъ-
кани, включени в парафин. Дава резултат, 
определящ две групи с геномно нисък риск и 
геномно висок риск.3

EndoPredict. Тестът комбинира екс-
пресията на три пролиферативни гена, пет 
гена, свързани с ER-сигнален път и диферен-
циация, както и 3 контролни гена. Чрез коли-
чествен RT-PCR се измерва в РНК, изолира-
на от парафинови срези и може да се прави в 
децентрализирани лаборатории. EndoPredict 
е мултигенен тест, предиктивен за веро-
ятността от развитие на метастази за 10 
години от началната диагноза при жени с 
ER+ и негативен HER2. Тестът комбинира 
измервания на генна експресия (EndoPredict 
[EP] score 0-15) с нодален статус и размер 
на тумора, генерирайки пълен резултат за 
риск (EPclin) за идентифициране на тумор-
ни типове, които няма да имат полза от хи-
миотерапия.4

Prosigna (PAM50). Тестът (Nanostring 
Technologies, Seattle, USA) е базиран на ори-
гиналните молекулярни субтипове КГ и поз-
волява тяхното определяне чрез ползване 
на сигнатурата от включена в парафин тъ-
кан. Друг резултат е риск от рецидив (ROR 
Score) със стойност между 0 и 100; изчисля-
ва се на базата на 46 гена плюс референтни 
гени, пролиферационен резултат и размер 
на тумора. Пациентите се класифицират 
в групи с нисък, умерен и висок риск.5 ROR 
Score за клинична практика включва кли-
нична информация за размер на тумора и 

нодален статус. Prosigna е валидиран за де-
централизирано тестване чрез Nanostringn 
Counter технология.6 

Breast Cancer Index (BCI). Тестът 
(bioTheranostics Inc, SanDiego, CA, USA) 
е алгоритъм, базиран на генна експресия, 
включваща две генни сигнатури, отноше-
нието HOXB13:IL17BR (H/I) и Molecular 
Grade Index (MGI). По правило BCI е RT-
PCR тест, който измерва експресията на 
H/I, MGI и четири контролни гена. BCI про-
гностичната скала (BCI Prognostic score) 
има цифрова стойност от 0 до 10 и кате-
горизира нива на риск за късен (висок сре-
щу нисък) и общ (висок, умерен и нисък) да-
лечен рецидив. BCI предиктивната оценка 
(BCI Predictive) дава вероятност за полза 
от удължена над пет години адювантна ен-
докринна терапия.7 

Клинична употреба на 

мултигенни сигнатури

На конференцията St. Gallen 2017 екс-
перти от всички континенти разгледаха 
публикациите от последните две години и 
дискутираха дали новите диагностични или 
терапевтични методи са готови за рутин-
ната клинична практика. Основна тема бе 
възможността за ескалиране и деескалиране 
на лечението и традиционните гласувания 
изясниха голям брой въпроси в това отно-
шение.8

Голям брой жени с ранен стадий КГ 
получават агресивни лечения, включително 
химиотерапия, която подобрява преживя-
емостта на популационно ниво, но може да 
не е от полза за всеки индивидуален пациент. 
Освен това, тези лечения могат да причи-
нят значителни дълготрайни ефекти и да 
повлияят негативно качеството на живот. 
Така, адекватната оценка на прогнозата 
на пациентите е решаваща за избягване на 
свръхлечението и за оптимизиране на тех-
ните адювантни стратегии.
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В последното десетилетие са въведени 
няколко мултигенни сигнатури, които показ-
ват молекулярната основа и хетерогенност 
на КГ и помагат за усъвършенстване на прог-
ностиката и стратификацията на терапия-
та. Голям брой групи публикуваха препоръки 
и ръководства, признаващи увеличаващите 
се доказателства за използване на някои от 
мултигенните сигнатури за предикция на 
прогноза, специално в подгрупата на жени 
с нодално негативен луминален А КГ. Ниво 
на доказателственост 1B има за 4 теста 
(EndoPredict, Genomic Grade Index, PAM50 и 
Breast Cancer Index), изследвани досега при 
повече от 6000 пациента и ниво на доказа-
телственост 1А са доказани за OncotypeDx и 
MammaPrint в TAILORx и MINDACT проспек-
тивните фаза 3 проучвания.9 

Резултатите от клиничното проучва-
не MINDACT (Microarray In Node-negative and 
1 to 3 positive lymph node Disease may Avoid 
ChemoTherapy) дават проспективни данни, 
които показват, че Mamma Print е геномен 
тест за КГ, който селективно идентифици-
ра пациенти в ранен стадий КГ със свойства 
за висок риск (1-3 позитивни лимфни възли 
(LN+ 1-3), степен на диференциация G 2 или 3, 
размер на тумора > 2 см) като нисък риск без 
клинично значима полза от химиотерапия.10 

Нови данни са публикувани през юни 
2017 в JAMA Oncology. След ретроспекти-
вен анализ (652 пациентски проби, анализи-
рани с MammaPrint и 58% класифицирани 
като нисък риск; от тях 26% установени с 
нисък риск за късен рецидив, показващи от-
личен профил на преживяемост след 20 годи-
ни) и данните от 20-годишно проследяване 
от проспективното проучване Stockholm 
Tamoxifen е демонстрирана способността 
на MammaPrint да идентифицира подгрупа 
пациенти с извънредно нисък риск за метас-
тазиране 20 години след диагностицирането 
им. Тези пациенти, повечето от които са 
получили само ендокринна терапия за две го-

дини, имат 20-годишна специфична КГ пре-
живяемост от 97%. 11

David Dabbs et al. сравняват страти-
фицирането на риска от КГ чрез MammaPrint 
и OncotypeDx в голям многоцентров анализ, 
който е представен на годишната среща на 
Американското общество по кинична он-
кология (ASCO) в Чикаго през юни 2017 г. 
Резултатите показват, че 70-генната сиг-
натура идентифицира 30% повече нисък 
риск пациенти, отколкото 21-генната сиг-
натура с отличен 5-годишен интервал без 
далечни метастази от 98.5%. Освен това 
MammaPrint открива и 30% повече пациен-
ти с висок риск.

12

Изследване на Lau et al. подкрепя кли-
ничната полза на 21-генна OncotypeDX при 
КГ с позитивни естрогенни рецептори и лип-
са на експресия на HER2: при повече от 12 
години клинично използване заключението е, 
че този тест има доказателства от >80000 
нодално-негативни и нодално-позитивни па-
циента. Данните потвърждават, че тестът 
идентифицира пациенти с ниски RS резулта-
ти, които могат да бъдат третирани ефек-
тивно само с ендокринна терапия като им 
бъде спестена химиотерапията.

Тестът предоставя информация, коя-
то лекарите/пациентите използват за пер-
сонализиране на терапията и намаляване на 
химиотерапията и съответно на разходите 
за здравеопазване. Така клиничната полза на 
RS теста е подкрепена от внушителен брой 
доказателства.13

Въпреки многото данни, подкрепящи 
клиничната валидност/полза на мултигенните 
сигнатури, остават много сиви зони без отго-
вори. При сравняване на прогностичната ин-
формация от различните мултигенни сигна-
тури изглежда, че въпреки предоставянето на 
в общи линии на равностойна информация за 
риск при жени с луминални КГ, на индивидуално 
ниво тези тестове могат да дадат различна 
информация за категории риск и субтип. Това 
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поставя въпроса кои мултигенни сигнату-
ри трябва да се предпочетат. Още повече, 
че мултигенните сигнатури са разработени 
повече като прогностични инструменти за 
подобряване и усъвършенстване оценката на 
риск от рецидив, отколкото като предиктив-
ни маркери за полза от химиотерапия. 9

Заключение

Мултигенните сигнатури могат да се 
използват за определяне на прогноза при паци-
енти с КГ и да подпомогнат решението за из-
бор на лечение при подгрупата, класифицирани 
като несигурни случаи според класическите 
клинико-патологични характеристики (като 
КГ с позитивна експресия на естрогенов ре-
цептор и негативна на HER2, междинна сте-
пен на диференциация 2, Ki67 между 10 и 20% 
и без засягане на аксиларните лимфни възли). 
Интегрирането на тези маркери с клиникопа-
тологичните параметри (размер на тумор и 
нодален статус) остава критично за подобря-
ване прогностичната точност; при вземане 
на терапевтични решения трябва да се взе-
мат предвид и предпочитанията на пациенти-
те. Неопбходими са оше данни за по-добро де-
финиране ролята на мултигенните сигнатури 
при предикция на ползата от адювантна хими-
отерапия и от удължена ендокринна терапия.
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ОБЗОР
Провеждането на биопсия от първичния тумор или неговите метастази 

е една от първите стъпки в диагностично-лечебния процес в онкологията. По-
ставяне на онкологична диагноза отдавна не е единствената цел на туморната 
биопсия; понастоящем изходната биопсия дава информация както за туморния 
геном, така и за потенциални таргети, които биха определили последващото 
лечение. Предвид хетерогенността на тумора (както в самата първична фор-
мация, така и в метастазите), единична проба може да не отразява реално мо-
лекулярния профил на тумора. Течната биопсия може да обхване тази хетеро-
генност на болестта, като позволява проследяване в хода на лечение, оценка на 
нейната ефективност и използването ѝ в клиничната практика като предикти-
вен и прогностичен маркер.

В статията се обсъждат видовете течна биопсия, клиничното им значе-
ние и бъдещите насоки на развитие.

ТЕЧНА БИОПСИЯ И ЦИРКУЛИРАЩИ ТУМОРНИ 

КЛЕТКИ – ВЪЗМОЖНОСТИ И ГРАНИЦИ  
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д-р Борис Петров
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Увод

Течната биопсия e съвременна неин-
вазивна техника, използвана за диагностика 
при различни онкологични болести. При нея 
се анализират туморни клетки или туморна 
ДНК в кръвна плазма от пациенти.

Концентрацията на циркулиращи ту-
морни клетки (CTCs) и циркулираща, осво-
бодена от тумора ДНК (ctDNA) в кръвта, 
обикновено е много по-висока при пациенти 
с авансирали метастатични карциноми, от-
колкото при пациенти с ранни стадии на 
болестта. Тези факти са довели до използ-
ване на CTCs и ctDNA като диагностични 
биомаркери при метастатична болест. Ма-

териали с произход от мозъчни тумори са 
слабо представени в периферна кръв, което 
може да е в резултат на наличието на кръв-
но-мозъчната бариера. Освен това, асоции-
рането на CTCs с туморния стадий е довело 
до хипотезата, че анализът на тези клетки 
може да разкрие ключови механизми на про-
гресията и разпространението на карцино-
ма. Днес е известно, че концентрациите на 
CTCs, ctDNA и екзозоми (мембранно-свър-
зани фосфолипидни везикули с диаметър от 
30–150 nm, активно секретирани от клетки 
на бозайници, опосредстващи комуникация-
та между клетките) от течни биопсии на 
пациенти отразяват не само разликите в 
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общия туморен товар, но също и разнообра-
зието на още нехарактеризирани клетъчни 
популации, които са присъщи за стадия на 
болестта. Технологии с висока чувствител-
ност и селективност, които намират малки 
количества от CTCs и ctDNA в кръв, се оч-
аква да дадат значима диагностична стой-
ност.1

Циркулиращи туморни 

клетки

Първичните туморни лезии и метас-
тазите освобождават групи от CTCs в 
циркулацията. Тези клетки са типично ин-
вазивни (като са „избягали“ от мястото на 
произход им“) и са резистентни към аноикис 
(апоптоза), свойства които по презумпция 
им позволяват да се развиват в органи, из-
вън първичния тумор (напр. черен дроб, кос-
ти, бели дробове и мозък).

Въпреки слабото разбиране на меха-
низмите, чрез които клетките се разпрос-
траняват, те вероятно са зависими от хе-
мокинни градиенти (както се предполага в 
експерименти за мотилитет в предклинич-
ни проучвания) и от експресията на специ-
фични мембранни рецептори в човешките 
CTCs. При пациенти с карцином, дисемини-
раните туморни клетки (ДТК) излизат от 
съдовете и преминават в тъканите – про-
цес, известен като екстравазация. Така те 
могат да останат спящи като единични 
клетки или като малки микрометастази с 
години преди да пролиферират до иденти-
фицируеми метастази. Експериментите са 
показали, че напусналите първичния тумор 
и/или метастаза туморни клетки придоби-
ват миграционен и инвазивен фенотип, кой-
то наподобява този на стволовите клетки 
като претърпяват епително-мезенхимна 
трансформация (ЕМТ). Въпреки това, не 
всички стъпки на ЕМТ са необходими за ин-
травазация на туморните клетки – дори 
и частична ЕМТ може да е достатъчна, за 

да се повиши броят на тумор-иницииращи 
клетки.2 Тази трансформация прави тумор-
ните клетки много по-пластични и податли-
ви на мезенхимно-епителна трансформация 
(МЕТ) – процес, определен като критичен 
за колонизация на място с ДТК. Все още мо-
делът на EMT/MET се нуждае от щателно 
валидиране при пациенти преди да се опре-
дели неговата важност за клинично значими 
клетъчни фенотипове.

Клинични проучвания са показали, че 
преживяемостта на CTCs е кратка (1–2.4 
часа). Въпреки това, клонове от CTCs, са-
мостоятелно или в клъстери, могат да при-
добият възможността да преживеят за по-
дълги периоди. Например, въпреки че CTCs 
са податливи на атаки от имунни клетки, 
„маскираните“ CTCs, експресиращи про-
теина programmed death-ligand 1 (PD-L1) 
на повърхността си могат да деактиви-
рат имунната система.3 CTCs, обградени 
от тромбоцити, също могат да покажат 
повишена защита срещу имуно-медиирана 
лиза. Всъщност, поради техния размер, кле-
тъчните агрегати е по-вероятно да бъдат 
обхванати от микросъдове, което да улесни 
процеса на екстравазация. Големи клинични 
проучвания за прогностичната стойност 
на CTCs доказват, че дори кратковремен-
но, тяхното транзитно преминаване през 
кръвта е критична детерминанта за разви-
тието на метастази.1

Прогресът в намирането и валидиране-
то на биомаркери в CTCs позволи изолиране-
то на тумор-позитивни клетки от кръвни 
проби на пациенти, въпреки че установя-
ването на малък брой CTCs в общия обем 
кръв е основнопредизвикателство. Изоли-
ранечрез позитивно обогатяване на CTCs 
може да се извърши на базата на клетъч-
но-повърхностни маркери, например чрез 
използването на антитела, специфични към 
епителната клетъчно-адхезивна молекула 
(EpCAM), експресирана на повърхността 



59

ТЕЧНА БИОПСИЯ И ЦИРКУЛИРАЩИ ТУМОРНИ КЛЕТКИ

на епителните CTCs и чрез чипове, които 
отделят кръвните клетки от по-големите 
туморни клетки.1 Негативна селекция се 
прави на базата на размера или други биофи-
зични свойства на CTCs. След обогатяване-
от CTCs може да бъде изолиранаДНК и те да 
бъдат характеризирани чрез използването 
на имунологични, молекулярни или функцио-
нални тестове. Данните по отношение на 
асоциацията между броя на СТСs, клиничния 
стадий и наличието на далечни метастази 
все още са противоречиви. През последно-
то десетилетие епителният имуноспот 
(EPISPOT) тест позволи намирането на 
жизнени CTCs от различни карциномни ти-
пове. Освен това, функционални тестове с 
дълготрайни култури от CTCs или с извест-
ни ксенографски клетъчни линии от имуно-
дефицитни мишки позволиха да се изследва 
лекарствена чувствителност при пациен-
ти с карцином на бял дроб4 и помогнаха да се 
създаде молекулярния профил на метастаз-
но-компетентните CTCs.5 От основно зна-
чение е идентифициранетона биомаркерите 
на CTCs, които причиняват метастазите и 
рецидивите при карциномно болните паци-
енти.5

CTCs са изследвани в множество про-
учвания за стратификация на пациентите 
за планиране на лечение, за мониториране 
на лечебната ефикасноств реално време, 
за идентифициране на терапевтични тар-
гети, за идентифициране на механизми на 
резистентност и за оценка на риска от 
метастазиране.1Първото пилотно проуч-
ване за ранно откриване на карцином на бял 
дроб при пациенти с ХОББ установи наличи-
ето на CTCs при 5 от 168 пациенти.6 Тези 
5 пациента впоследствие са диагностицира-
ни с карцином на белия дроб. Тези предвари-
телни данни за специфичността на CTCs за 
откриване на белодробен карцином трябва 
да се валидират в по-големи кохорти от па-
циенти. Въпреки че клиничната значимост 

на CTCs е извън съмнение, например за пред-
сказване на ранен отговор към лечение при 
карцином на гърда и простата, оценката за 
тяхната широка клинична употреба е все 
още в ход. Примери за интервенционални 
клинични проучвания са: STIC CTCsпри кар-
цином на гърда (NCT01710605), което из-
ползва CTCs за определяне на типа на първа 
линия терапия при метастатичен хормон 
рецептор-позитивен карцином на гърда; 
DETECT III (NCT01619111), при което па-
циентки с HER2-негативен метастатичен 
карцином на гърда са стратифицирани да 
получат HER2-таргетна терапия (lapatinib) 
на базата на статуса на HER2 в техните 
CTCs и проучването TACTIK (Персонализи-
рано лечение на пациенти с метастатичен 
кастрационно-рефрактерен простатен 
карцином според кинетиката на CTCs по 
време на химиотерапия – GETUG-AFU-28, 
започващо да набира пациенти през 2017), 
при което анализът на CTCs ще информира 
клиницистите дали да приложат химиоте-
рапия на пациенти с кастрационно-рефрак-
терен карцином на простата.

Циркулираща туморна ДНК 

(ctDNA)

Свободната от клетки ДНК (cfDNA)
се появява в кръвта от апоптотични и не-
кротични клетки. Тумор-свързаните мута-
ции в cfDNAотразяват хетерогенността, 
установена в първичните и метастатич-
ните лезии и поради товаса предиктивни 
за отговор към лечение и резистентност. 
Циркулиращата туморна ДНК е обещаващ 
биомаркер с широко приложение за откри-
ване на рецидив сред безсимптомни паци-
енти. Например, определянето на мутации 
в EGFR гена в cfDNA при пациенти с кар-
цином на бял дроб е одобрено от FDA през 
2016 г. с диагностичен тест. Тестът се ба-
зира на амплификация чрез верижно-полиме-
разна реакция и намира специфични мутации 
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при НДКБД, каквито са екзон-19 делеции или 
точкова субституционна мутация L858R в 
екзон 21. Установено е и високо съвпадение 
между тъканна и cfDNA при пациенти с ко-
лорекатален карцином в мутационния ста-
тус на KRAS, NRAS и BRAF. Въпреки това, в 
няколко случая са намерени мутации в KRAS 
при течната биопсия, които не са устано-
вени в тъканната биопсия7, което може да 
отразява биологична хетерогенност, липс-
ваща в тъканния материал. Това още повече 
илюстрира предизвикателствата за евен-
туалното приемане на течната биопсия 
като клиничен златен стандарт. Тези „ин-
тервенционални“ тестове, базирани на теч-
на биопсия, пуснати на пазара и достигнали 
клиничната практика, могат да се използват 
за определяне на анти-EGFR лечение при 
EGFR-мутирали пациенти с НДКБД, кога-
то липсва или е труден достъпът до тъкан. 
Проведени са множество изследвания, които 
показват клиничната значимост на ctDNA. 
Въпреки това са необходими допълнителни 
интервенционални проучвания, за да демон-
стрират клиничната ѝ приложимост, т.е. 
възможността им дадоведат до решение за 
приемане или отхвърлянена терапевтично 
действие в специфичен клиничен контекст.

Анализът на cfDNAсъщо се използва за 
ранно откриване на минимално остатъчна 
болест (MRD) при пациенти с отстранени 
първични тумори. Например, проследяване 
след хирургично лечение и MRD е позволило 
да се изследва клоналната еволюция при па-
циенти с колоректален карцином.7,8 Ранното 
установяване на MRD дава важна прогнос-
тична информация, позволяваща идентифи-
циране на пациенти с висок риск от рецидив, 
което позволява ранни терапевтични ин-
тервенции.

Търсенето на ctDNA при пациенти с 
карцином в ранен стадий също може да дове-
де до нови подходи за карциномен скрининг. 
Чувствителността и специфичността, 

както и биологичната сложност, предста-
вляват сериозно предизвикателство към 
по-широкото използване на единичен био-
маркер. Например, туморен протеин P53 
(TP53) мутации в cfDNA са установени при 
по-малко от 40% от проби от ранен карци-
ном на бял дроб. Използване на чувствител-
ната дигитална PCR-базирана технология 
намира ctDNA при 48-73% от пациентите с 
локализиран карцином от различен произход, 
което може да се обясни с вариации в биоло-
гичните механизми.9 Свързани с карцинома 
мутации не се намират само при пациенти 
с карцином10, но и при доброкачествени със-
тояния.11 Наличието на карциномно-свърза-
ни мутации в cfDNA не означавазадължи-
телно, че изследваният индивид има или ще 
развие карцином, поради което рискът от 
стрес за пациента и ненужни медицински 
изследвания ще бъде голям. Това подкрепя 
необходимостта от демонстриране на кли-
нична полза в специфичен контекст.

Постигането на приемливи нива на 
чувствителност и специфичност при тър-
сене на ранни карциноми изисква клинични-
те екипи да определят изискванията за ид-
ващите технически новости. Екстензивни 
изследвания трябва да идентифицират 
възможни комбинации от карциномно-спе-
цифични мутации и да определят коли-
чествени прагове, за да се избегне свръх-
диагностика. На базата на информацията 
до днес се предлага ДНК секвенирането да 
бъде широко (да има отношение към значи-
телната туморна хетерогенност) и дълбо-
ко (да намира малки количества от ctDNA 
фрагменти в среда на генетично нормал-
на cfDNA). Високо чувствителни техно-
логии, които позволяват да се установява 
по-малко от 0.1% от ctDNA в кръвна плаз-
ма (каквито са ddPCR методите или кар-
циномното персонализирано профилиране 
чрез дълбоко секвениране), се прилагат за 
анализи на cfDNA от пациенти с различни 
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форми на карцином. При все това, едно от 
ограниченията може да е броят на геномни-
те еквиваленти, които са налични в кръв-
ните проби на пациенти с ранни карциноми. 
Друго ограничение е, че незлокачествени 
състояния, които причиняват смърт на 
нормални клетки, може да доведат до раз-
реждане на ctDNA молекулите и да компро-
метират количествената оценка.

Екзозоми

Както CTCs, екзозомите носят раз-
лични клетъчни съставки от клетките, от 
които произхождат, вкл. протеини, иРНК 
(mRNAs), микроРНК (miRNAs) и вероятно 
ДНК.12 Предполага се, че те играят активна 
роля в прогресията на карцинома. Участват 
в модулирането на туморната микросреда, 
което улеснява формирането на пре-метас-
татична ниша за идващите CTCs.13 Екзозом-
ното изолиране чрез ултрацентрифугиране 
или чрез антитела-базирани методи позво-
ляват характеризирането на карциномно-
свързаните екзозоми.14 Понастоящем е въз-
можно намиране и на не-маркирани екзозоми 
посредством повърхностно-плазмен резо-
нанс чрез микрофлуидни технологии.15

Сравнителен протеинов анализ на 
циркулиращите екзозоми, открити в кръв 
и други биофлуиди, е идентифицирал специ-
фични за болестта белтъчни таргети за 
солидните тумори.12 При серумни екзозоми 
от пациенти с глиобластом е открито, че 
съдържат miRNA и характерна мутира-
ла иРНК (EGFRvIII mRNA16). Екзозомни 
miRNA маркери също са идентифицирани за 
поредица болести, вкл. карцином на бял дроб, 
простата, панкреас и яйчници. Все още екзо-
зомите и тяхното съдържимо остават сла-
бо проучени. Необходими са подобрени стра-
тегии за екзозомно изолиране, обогатяване и 
идентификация за изучаване на екзозомната 
биология и клиничната транслация на екзо-
зомите като биомаркери на болестта.

Сегашните клинични проучвания за ус-
тановяване на клиничната полза от CTCs 
или cfDNA, екстрахирани от течни биопсии, 
се фокусират върху стратификация на па-
циентите и върху персонализираното мо-
ниториране на лечението на пациентите с 
карцином. Например, рандомизираното фаза 
III проучване STIC CTCs оценява дали броя на 
CTCs е полезен за установяване на лечебни 
стратегии за първа линия и избор между хи-
миотерапия или по-малко агресивната ендо-
кринна терапия при метастатичен хормон-
рецептор позитивен дуктален карцином на 
гърда. При метастатичен кастрационно-
рефрактерен простатен карцином рандо-
мизираното фаза IV проучване CARD оценя-
ва ползите от трета линия химиотерапия 
(cabazitaxel – таксан, разработен да преодо-
лява резистентността към docetaxel) при 
пациенти, лекувани с андроген-рецептор 
таргетна терапия и при които преди това 
е прилаган docetaxel, фенотипният анализ на 
CTCs ще включва експресия и локализация на 
андроген-рецепторните изоформи. Относ-
но използването на cfDNAза диагноза на ра-
нен карцином се изискват огромни ресурси, 
за да се идентифицират специфични геном-
ни аберации в проучвания с големи кохорти. 
Обратно, използването на мутационен ана-
лиз на cfDNA за стратификация на пациен-
ти за таргетна терапия постигна клинична 
използваемост при белодробен карцином и 
дава също важна информация за молекуляр-
ната еволюция на карцинома по време на ле-
чение. Използването на течна биопсия отго-
варя на нуждите на отделните пациенти с 
карцином чрез мониториране и адаптиране 
на лекарствената ефикасност в реално вре-
ме. Като се има предвид, че CTCs и cfDNA-
могат да се изследват за различни молекули, 
клиничната полза се очаква да е в резултат 
на тяхната комплементарност. Например, 
експресията на протеинни таргети, какъв-
то е PD-L1 или РНК сплайс варианти, воде-
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щи до резистентност, какъвто е андроген-
рецепторния сплайс вариант 717, не могат да 
бъдат оценявани на ДНК ниво. Също така, 
последният напредък в екзозомната биоло-
гия ще добави ценна клинична информация.18

Течната биопсия е иновативна, бърза 
и неинвазивна алтернатива на традицион-
ните тъканни инвазивни биопсии. В ком-
бинация със съвременните техники за мо-
лекулярен анализ може да се прилага като 
нов, лесен и чувствителен подход за диагно-
стика. Болестта може да се наблюдава от 
първоначалната диагноза, през проследяване 
при ремисия и до установяване на рецидив. 
Генетичният скрининг на проби от течни 
биопсии може по-ефективно да установи 
туморна хетерогенност, промяна в чувст-
вителността и резистентността към ле-
чение. Лесната достъпност на пробите от 
течна биопсия позволява рутинното просле-
дяване на пациенти, диагностицирани с кар-
цином, по време на ремисия или ранно уста-
новяване на рецидив. 

За момента в практиката се изслед-
ват СТСs и cfDNA. Анализът на екзозоми 
все още не е приложим в диагностиката. За 
разлика от СТСs, методиката за изолиране 
на cfDNA е лесна и бърза. Изолираната ДНК 
е годна за анализ и след дългосрочно съхра-
нение. Процесът на обогатяване на СТСs е 
от изключително значение за последващите 
анализи. Стъпките на обогатяване и детек-
ция изискват високо чувствителна и скъпа 
технология. Повечето от методите за обо-
гатяване имат проблем със специфичност-
та и чувствителността. Изследването на 
генетични маркери в cfDNA показва по-висо-
ко ниво на специфичност при туморно про-
филиране в сравнение с СТСs. Постоянните 
трудности при улавянето и диференциране-
то на хетерогенни СТС води до все по-голям 
интерес към cfDNA. В съчетание със секве-
нирането, течната биопсия с изолиране на 
cfDNA се оказва богат аналитичен ресурс 

за диагностика на карцинома. В момента в 
диагностиката се използват няколко IVD-
маркирани PCR-базирани китове с висока 
чувствителност и специфичност. Анали-
зът от вземане на кръвта до получаване на 
резултат е изключително кратък – около 
3-4 ч. За диагностика се използват и някол-
ко панела за NGS. За момента клиничното 
тестване на ctDNA се прилага при вече ди-
агностицирани пациенти. Има няколко про-
учвания при НДКБД за ранно приложение на 
ctDNA тестването.19 Все още се провеждат 
изследвания за подобряване на чувствител-
ността на наличните техники за детекция 
на тумор преди клинична изява. Циркулира-
ща туморна ДНК се счита за относителен 
индикатор за обема на тумора, особено по 
време на ремисия. Наблюдават се по-високи 
честоти на рецидив при пациенти с откри-
ваема ctDNA след операция. Изследването 
на ctDNA е подходящо средство за първона-
чална диагноза при безсимптомни пациенти. 
На този етап все още критериите за поста-
вяне на диагноза не са достатъчно добре оп-
ределени. 

Заключение

Поради наличието на определени мута-
ции и при здрави индивиди, прилагането на 
течна биопсия за ранно диагностициране все 
още е в етап на разработване. Предполага се 
едновременното прилагане на СТС и ctDNA 
за ранна диагностика.Детекция при безсимп-
томни пациенти и първоначалното профи-
лиране ще се осъществява чрез по-лесния и 
евтин метод за анализ на ctDNA. За по-точ-
ното определяне на стадия на болестта ве-
роятно ще се прилага анализ на СТС. cfDNA 
или CTCs могат да се използват за профили-
ране на тумори, като CTCs представляват 
по-изчерпателен аналитичен ресурс за опре-
деляне на вътрешноклетъчните карциномни 
механизми. Циркулиращата туморна ДНК 
има по-голямо приложение в диагностиката 



63

ТЕЧНА БИОПСИЯ И ЦИРКУЛИРАЩИ ТУМОРНИ КЛЕТКИ

като може да се използва за рутинно просле-
дяване на пациентите, като относителното 
му ниво и мутационен статус се наблюдават, 
за да се определи прогресията или ремисията 
на болестта.20 Течна биопсия се използва ру-
тинно в стотици настоящи клинични про-
учвания. С напредването на технологиите 
се очаква и скорошно рутинно въвеждане и в 
клиничната практика.
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ОБЗОР
Солидните тумори са хетерогенна маса от клетки и строма с различни 

биологични характеристики (кръвоснабденост, пермеабилитет на кръвоносни-
те си съдове, клетъчна пролиферация, клетъчна смърт и други).Туморната 
хетерогенност е генетичен феномен, но тя се изразява в различна стромна ар-
хитектура, консумация на кислород, глюкозен метаболизъм, експресия на рас-
тежни фактори. Това обуславя различната лъчечувствителност на туморите. 
Съществува туморна хетерогенност между индивидите и интратуморна хе-
терогенност в един и същ тумор. В опит да се идентифицират тумори или от-
делни зони на различна радиочувствителност/резистентност се събира и обра-
ботва огромна база данни от образните методи (КТ, МРТ и ПЕТ/КТ и др.) в хода 
надиагноза, лечение и проследяване на пациента. Науката радиомика създава и 
разработва модели за анализ на тези образи чрез автоматизирани компютърни 
системи, които да обработват, структурират, класифицират и насочват към 
индивидуализирано лечение. Радиогеномиката съпоставя тези радиомни образи с 
геномните характеристики на отделния тумор и прави опит да създаде на пре-
диктивни радиогеномни сигнатури. Тяхното приложение би могло да се използ-
ва за индивидуализирано лъчелечение (ЛЛ). Съхраняване на нормалните тъкани 
около тумора също са предизвикателство в ЛЛ. Техните геномни характеристи-
ки са обект на множество проучвания заоткриване на молекулярни маркери за 
лъчечувствителност на ниво ДНК, РНК и протеоми.

В статията се дискутират новостите в радиомиката и радиогеномиката, 
тяхното място вклиничнатапрактика и лъчелечението, както и прогностич-
ните и предиктивните им влияния при различни карциномни локализации. От-
белязва се, че все още изследванията на радиомиката и радиогеномиката са в 
детската си възраст и не са достигнали до рутинно клинично приложение.
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Увод 

Терминът радиомика може да се дефи-
нира най-просто като модел за откриване 
или фенотипно характеризиране на болес-
тен процес с помощта на автоматизирана 
компютърна система.

Радиомиката изучава количествени и 
качествени характеристики на образите, 
събрани през целия онкологичен път на па-
циента. Тя екстрахира и анализира огромно 
количество количествени и морфологични 
образи по време на диагностика, лечение и 
проследяване на пациента чрез компютър-
томография (КТ), магнитнорезонансна то-
мография (МРТ) и позитронноемисионна 
томография с компютър-томография (ПЕТ/
КТ). Рационалността и перспективността 
на метода е в огромния брой образи, полу-
чавани и анализирани в хода на стандартна 
диагностика, лечение и проследяване. Важно 

е, че те изобразяват целия тумор, а не само 
негова част, като при геномен анализ. Пре-
димство на този подход е възможността 
за оценка и на туморната строма, както и 
възможността за продължително просле-
дяване в хода на болестта; при поставяне 
на диагноза и последващото определяне на 
плана за индивидуализирано лечение, поради 
отчитане на вътретуморната хетероген-
ност, може да бъде по-прецизно избрано мяс-
тото на биопсия.1

Радиогеномиката прави опит да създа-
де модели за оценка на риск чрез създаване 
на връзка между човешката геномна вари-
абилност и клинични показатели като ве-
роятност за туморен контрол и токсични 
радиогенни ефекти след лъчелечение. Ней-
на задачата е съпоставяне на образите от 
КТ, МРТ и ПЕТ/КТ с геномните изследвания 
като така се създават прогностични ради-

Фигура 1. Принципни стъпки в разработване на модели на радиомика и радиогеномика. (По Larue С. et al. 
Публикувано слюбезното разрешение на Br J Radiol, 2017).1
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омни сигнатури въз основа на туморната 
хетерогенност, асоциирана със съпроводена 
генна експресия. Крайна, но все още много 
далечна цел, е изграждане на модели за пре-
дикция на туморния отговор към различни 
лечебни методи и по-специално – към лъчеле-
чение (ЛЛ) и определяне на прогноза (Фиг.1). 

Изследвани са много онкологични нозо-
логии, но все още само някои от тях служат 
за модел и са най-близко до прилагане в лъче-
лечебната практика. Ние ще дадем няколко 
примера за карцином на бял дроб, на глава и 
шия и на простата.

Радиомика чрез КТ и МРТ

При използването на КТ за целите на 
радиомиката 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 характе-
ристики на обема;

iv.	екстрахиране на тези характеристики 
и създаване на разграничителни модели с 
предиктивна стойност, самостоятелно 
или чрез допълнителна информация като 
демографски, клинични и геномни данни. 

По всеки от тези показатели пред-
стои много работа и стандартизиране. Тези 
характеристики и зони на интерес се про-
менят от лечението и това следва да бъде 
изучено.2 Счита се, че е настъпило време, ко-
гато радиомиката следва да излезе от сфера-
та на бутиковите изследвания и да премине 
в транлационна технология. Известни дру-
жества (като American College of Radiology, 
Radiological Society of North America, 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 влияния на радиомиката 
при карцином на бял дроб. Aerts et al. про-
веждат първото широко мащабно радиомно 
проучване върху три кохорти от пациен-
ти с белодробен карцином (БК) и две групи 
с тумори на глава и шия с общ брой около 
1000 пациенти. Авторите оценяват про-
гностичната стойност на 200 показателя, 
екстрахирани от КТ преди лечение. Намере-
ни са радиомни характеристики, които оп-
исват туморната хетерогенност и могат 
да бъдат полезни при предсказване на пре-
живяемостта.2 Проучва се възможността 
радиомиката да прогнозира риск от далечни 
метастази при белодробен аденокарцином 
върху КТ-образи. Фенотипните туморни 
разлики (неправилна форма, инфилтрация, 
хетерогенност и некрози) могат да бъдат 
количествено определяни след анализ на ог-
ромно количество характеризиращи образи-
те алгоритми. В това проучване на Aerts et 
al. при общо 182 болни (98 пациенти и 84 слу-
чаи за валидиране) са определени 635 радиом-
ни параметри. Установено е, че 35 радиомни 
сигнатури имат прогностичен характер за 
далечни метастази, а 12 радиомни сигнату-
ри – за преживяемост. Всички пациенти са 
провели дефинитивно ЛЛ, като при 179 има 
едновременно лъчехимиолечение (ЛХЛ), при 
28 – индукционна химиотерапия (ХТ) и при 
79 – адювантна ХТ.3 Определят се зони на 
интерес в тумора или негови части (хаби-
литати), разглеждани като триизмерни об-
рази, оценяват се количествено с определе-
ни параметри и се съпоставят с клинични 
и геномни данни. Целта е да се разработят 
модели – диагностични, предиктивни и про-
гностични. При БК са налице категорични 
данни за туморна хетерогеност на КТ-обра-
зите, изразяващи се в спикули и градиент на 
ентропия. Grove et al. считат тези показа-
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тели за надежни прогностични индикатори 
при ранен БК.4 Проведени са и други изслед-
вания върху недребноклетъчен белодробен 
карцином (Фиг.7), но са използвани различни 
параметри и друга методология за анализ, 
така че сравненията са затруднени.

5 Тумор-
ната хетерогенност е генетичен феномен, 
но тя се изразява в различна стромна архи-
тектура, консумация на кислород, глюкозен 
метаболизъм, експресия на растежни фак-
тори, така че отделни части на тумора да 
имат различна кръвоснабденост, пермеаби-
литет на кръвоносните си съдове, клетъч-
на пролиферация, клетъчна смърт и други 
биологични характеристики. Наблюдавана 
е както туморна хетерогенност между ин-
дивидите, така и интратуморна хетероген-
ност в един тумор.6  Установени са различни 
показатели на хетерогенност във вид на на 
количествено разпределение на параметри-
те. Създадени са хистограми, изследвани в 
над 200 публикации, но все още не са валиди-
рани и нямат принос (Фиг.7). 

Радиомни модели при простатен кар-
цином. Радиомните модели при простатния 
карцином се основават на компилиране на 
белези от отделните магнитнорезонансни 
серии – анатомични и функционални като 
T2WI, с отчитане на дифузия (Diffusion 
Weighted) и динамично контрастно усилва-
не. Ръчната обработка на образите е вре-
меемка и често субективна, поради влияние-
то на индивидуалната компетентност на 
рентгенолога. С цел намаляване на разликата 
между отделните изследователи European 
Society of Urogenital Radiology (ESUR) въ-
веде система за изобразяване и докладване 
на простатния карцином – Reporting And 
Diagnosis System (PI-RADS) на базата на гру-
пирани класифицирани критерии.7 Независи-
мо от PI-RADS и постигнатите резулта-
ти в определяне на граници и характера на 
тумора, все още нивото на субективност е 
високо, което предопределя надеждите, че 

с помощта на радиомиката ще се подобри 
процесът на ранна диагностика и планиране 
на лъчелечение при пациентите с карцином 
на простатна жлеза.8

Съвременните радиомно ориентирани 
методи за диагностициране и стадиране на 
карцином на простата се базират на ману-
ално дефинирани кoличествени параметри, 
изведени от мултипараметричните МРТ 
изследвания на простатна жлеза и тяхната 
последваща математическа обработка.9 Те 
позволяват не само диференциране на ту-
морната тъкан в жлезата, но и характери-
зиране на отделните зони на хетерогенност 
на тумора на базата на съвкупност от коли-
чествено оценени белези. Доказано е, че ком-
бинацията от резултатите от мултипара-
метричната МРТ, комбинирана с таргетна 
биопсия, показват най-висока специфичност 
и чувствителност при разграничаване на ви-
соко-рискови простатни карциноми с оценка 
по Gleаson > 7.10 Повечето автори използ-
ват едновременно данни от анатомичните 
секвенции – сигнален интензитет, хомоген-
ност, очертания, симетрия, отношение към 
околните тъкани, както и от фармакоки-
нетичните и дифузионни серии, оценяващи 
една и съща част от простатната жлеза. 
Tака например магнитнорезонансните T2-
натоварени образи характеризират различ-
ната спин-спин или трансверзална релак-
сация на тъканите при дефинирана сила на 
магнитното поле. Те се използват още като 
анатомични или локализационни секвенции 
поради факта, че нормалната простатна и 
туморната тъкан имат различна сигнална 
характеристика. Дифузионно-натоварени-
те образи от друга страна отразяват тъ-
канната чувствителност към Брауновото 
движение на водните молекули при опреде-
лена сила на магнитното поле и градиентна 
последователност. Контрастно-усилените 
динамично получени образи позволяват из-
граждането на криви сигнал-време, чиято 
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характеристика е специфична при тъкани 
с различно кръвоснабдяване, плътност на 
новоформирани патологични съдове (неоан-
гиогенеза) и обем екстрацелуларна тъкан. 
Teзи данни се използват при сегментиране 
на жлезата като на базата на тях се генери-
рат карти, които позволяват разграничава-
не на доброкачествени и злокачествени със-
тояния. Едновременно с това простатният 
карцином се характеризира с белези като 
мултифокалност и локална хетерогенност, 
което е установено на базата на хистогра-
мите, получени при анализа на Т2-секвентни 
образи от МРТ. Предложената радиомикс 
рамка за установяване и генотипно характе-
ризиране на простатния карцином се струк-
турира по следния път11: стандартизиране 
на мулти-параметрични МРТ протоколи на 
базата на радиологично-патологична корела-
ция на образи от доказани простатни карци-
номи; попълване на радиомикс секвенатори, 
които генерират образни последователно-
сти, отнасящи се до фенотипно проявен 
простатен карцином; изготвяне на персо-
нален радиомикс секвенатор за отделния па-
циент на базата на неговите резултати от 
мулти-парамерично МРТ изследване с оглед 
определяне на агресивността на тумора. 
Тази поредица от белези носи информация за 
адекватно диагностициране и опредляне на 
прогнозата при индивидуалния пациент.

По правило МРТ има по-добра тъкан-
на разделителна способност и позволява 
по-добро отграничаване както на простат-
ната жлеза, така и на туморните лезии. 
За целите на прецизното планиране на ЛЛ 
се използват резултатите от оценката на 
простатните тумори, получени на базата 
на мултипараметрична МРТ. Доказано е, че 
анализът на образите от мултипараметрич-
ня МРТ протокол има висока специфичност 
и чувствителност. Последните проучвания 
показват, че класификатори, базирани на 
радиомика, могат да увеличат допълнител-

но точността и възпроизводимостта при 
планиране на ЛЛ при пациенти с простатен 
карцином.12-14 Ето защо възможността за 
транслиране на образите, получени с помо-
щта на МРТ, върху планиращите КТ обра-
зи, би позволило по-прецизно очертаване на 
мишенните обеми при различните режими 
на фракциониране на ЛЛ. Подобно суперпо-
ниране може да се получи и с образи от ен-
доректално УЗ изследване и КТ или МРТ.13 
В процеса на наслагване на образите от 
отделните изследвания с цел “използване” 
на специфичните качествени характерис-
тики, които всяко от тях носи, възникват 
няколко проблема. Това е “напасването” на 
полетата на изобразяване и деформацията 
на жлезата от различната степен на изпъл-
ване на пикочния мехур и ректума, както и 
различната позиция на пациента по време 
на добиване на образите. За преодоляване на 
тези проблеми някои автори предлагат ме-
тоди за обемни КТ-МРТ образни сливания, 
вземащи под внимание радиомните модели и 
тъканната деформация.14

Предложени са различни алгоритми за 
целите на индивидуализирано планиране на 
ЛЛ, базирани на радиомикс. Един от тях е Rad-
TraP, създаден от 2 институции – University 
Hospitals Cleveland и Alpha 3T MRI&Diagnostic 
Imaging Center, New York.14  Той се състои от 
3 модула: 1. Радиомна детекция чрез МРТ и 
класификационен обучаващ се четец. 2. Пре-
даване на образа от МРТ на КТ с очертана-
та зона на интерес (мишенен обем за ЛЛ) 
чрез multi-modal deformable co-registration. 3. 
Генериране на образ за свръхдозиране с бра-
хитерапия и перкутанно ЛЛ. Изследванията 
са ретроспективни на база образи на 100 бо-
лни с нисък и междинен риск за периферно 
разположен карцином. Крайната цел на мо-
дела е възможност за облъчване на области 
на простата с канцерицидна доза, докато в 
останалата част да се постигне редукция 
на дозата до 43% (Фиг.2). Резултатите по-
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казват несигурност, свързана с планиране 
въз основна на така генерирани образи. Ав-
торите заключават, че са нужни много дан-
ни за връзка между образите и хистологич-
ната характеристика на тумора. Извлечени 
са 11 характеристики като интезивност на 
сигнала, градиент на Собел, корелация по 
Харалик и др. върху единични болни. 

В литературата се четат много екс-
пресивни заглавия, като почти всички са 
адресирани в бъдещето с големи очаквания. 
Направени са върху ретроспективни данни, 
тъй като етично е невъзможно да се прене-
брегнат стандартите за ЛЛ без валидиране 
и да се поеме риск за облъчване само на част 
от простатната жлеза. Оптималната цел 
е да се намалят дозите в нормалните органи 
около тумора като се организират т.нар. из-
отоксични проучвания. За съжаление, всички 
модели са на ниво научни изследвания.

Радиомика чрез ПЕТ/КТ. 

Прилагане на ПЕТ/КТ 

за целите на биологично 

планиране на ЛЛ

ПЕТ/КТ при лъчелечение на карци-
ном на простата. Стремежът е подобни 
модели с биомаркери да се създават върху 
ПЕТ/КТ образи – така освен морфороло-
гично очертаване на мишенния обем, може 
да се включи и биологичният мишенен обем 
(Фиг.3).

Въз основа на клинични данни и 
simple  simulated  ПET образи са изведени 
т.нар. тексторални критерии  (textural 
features – TF). Те се базират на хетероген-
ното натрупване на 18-флуородезоксиглю-
коза (FDG) подобно на анализите от МРТ и 
КТ.16-17 Проучва се въпроса доколко ПЕТ/КТ 

Фигура 2.Радиомика при ЛЛ на простатен карцином. Повишаване на дозата в високо-рискови области при 
перкутанно лъчелеченrе и брахитерапия. По Shiradkar, et al. С любезното разрешение на. Radiation Oncology 
2016.14
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може да служи за определяне на биологичния 
мишенен обем в ЛЛ. Естествено, първите 
изследвания са направени с 11C-choline ПЕТ/
КТ. Успяхме да намерим 2 проучвания общо 
върху около 200 болни. Италианско изследва-
не проучва възможността да се направи ед-
новременно свърхдозиране при дефинитивно 
ЛЛ, прилагано с хипофракциониране, при 83 
болни с рецидив в лимфни възли; проучване-
то показва много добра токсичност за нор-
малните тъкани.17Jereczek-Fossa докладва 22 
пациенти от 74 случая, при които 11C-choline 
ПET/КT променя вида на плануваното ЛЛ.18 

Основният проблем е, че 11C-choline ПET/
КTтрудно открива малки лимфни метастази 
в таза. Публикувани са системни анализи на 
прилагането на нехолиновите радиофарма-
цевтици в ПЕТ/КТ за прецизиране на ЛЛ.1919 
публикации върху 629 болни показват, че при 
483 болни (77%, 95% [CI 74% – 80%]) може 
да се използва позитивен 11C-Acetate ПET/КT 
сканиране. 5 публикации са посветени на18F-
FACBC ПET/КT върху 174 болни, от които 
127 (73%, 95% [CI 68% – 78%]) имат позити-
вен скан в първичния тумор, лимфни метас-
тази и органни метастази. 10 публикации 

Фигура 3. Класическа схема за включване на образните морфологични и функционални методи за планиране 
на т.н. биологичен мишенен обем чрез използване на образи от МРТ, дифузионна МРТ, определяние на 
пролиферацията, ПЕТ/КТ miso за изобразяване на хипоксичните клетки. По JJ Ling, et al. С любезното 
разрешение на I I J Rad On Biol Phys 2010.
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описват възможностите на 18F-NaF ПET/КT 
при 1289 от 3918 болни (33%) за визуализира-
не на костни метастази. Шест публикации 
откриват възможности за доминантни ин-
трапростатни области при 178 пациенти, 
при които при облъчване на цялата прос-
тата може да се провежда едновременно 
сврyхдозиране в тези области.19 Предстоят 
клинични проучвания за оценка на радиоми-
ка с ПЕТ/КТ при ЛЛ и оценка на преживяе-
мост. Големи надежди се възлагат на новия 
маркер PSMA, белязан с 68Ga. Все още обаче, 
няма достатъчно данни за чувствителност 
и специфичност на метода. Установена е 
висока позитивна предсказваща стойност 
(Positive predictive value, PPV). Публикация-
та на Bluemelet al. от Германия върху 45 па-
циента изследва възможността ПЕТ/КТ да 
визуализира морфологичен или да намери из-
точника на биохимичен рецидив при повишен 

PSA след простатектомия.20 Установява се 
натрупване в 24 от 45-те пациента. При 
62.5% е намерен източника на биохимичния 
рецидив. Това променя вида на лечение при 
19 от 45-те пациента (42.2%), при които е 
извършена радиохирургия (РХ) на метаста-
зите.20 При установяване на морфологичния 
рецидив, зоната допълнително се свръхдози-
ра до 66 Gy (Фиг. 4). 

В друго ретроспективно проучване на 
Sabrina Dewes et al. върху само 15 болни в 
53.3% 68Ga-PSMA-ПET/КТ води до промя-
на в стадирането чрез TNM и последва-
щата лъчетерапевтична стратегия. Това 
е свързано с повишаване на дозата в 80%, 
намаляване на дозата в 13.3% и облъчване 
на допълнителни обеми в 25%.21 Изводът е 
върху малък брой пациенти и нуждата от 
проспективни изследвания е значителна. 
Проведени са и други малки ретроспектив-

Фигура 4. a: пациент с ПК и рецидив; b: PSMA PET/CT с позитивен пресакраленлимфен възел с неясен 
резултат на КТ; с, d: Лъчетерапевтичният план, базиран на ПЕТ/КТ, е от 34 фракции и 51 Gy и boost към 
метастатичния ЛВ от 61.2 Gy; е: за сравнение – лъчетерапевтичният план без ПЕТ/КТ-информация.​22
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ни проучвания като това на F. Sterzing et al. 
върху 57 болни – 15 с първоначална диагноза 
и 42 с биохимичен рецидив. При 50% е сме-
нен видът на лечение.22 За съжаление про-
учванията са върху малък брой пациенти и 
всички завършват с потвърждаване на не-
обходимостта от бъдещи рандомизирани 
проучвания. Нова надежда за индивидуализа-
ция на мишенните обеми в ЛЛ се възлагат 
на нови радиофармацевтични маркери като 
fluciclovine (fluorine-18; F-18). Той е при-
ложен в Emory University, Atlanta, Georgia, 
САЩ върху 96 болни след простатекто-
мия. Направена е КТ и МРТ и с помощта на 
F-18-fluciclovine  ПET/КT при 45 пациента 
е променен плана за ЛЛ. Резултатът е по-
висока доза в булбус пенис, но намаляване 
на дозата в пикочен мехур и ректум, съот-
ветно и на лъчевите реакции в урогенитал-
ния и гастроинтестиналния тракт.23

Радиомни констелации чрез 18F 
fluoro-2-deoxy-D-glucose(FDG) ПЕТ/КТпри 
карциноми на глава и шия. Проведени са 
изследвания за възможността за установя-
ване на предиктивни характеристики, бази-
рани на метаболитния обем, при карциноми 
на глава и шия. При120 пациента се устано-
вява, че показателят SUV и метаболитната 
туморна скорост (MTVelocity) предсказват 
по-лош резултат след лъчелечение и/или 
операция.24 За съжаление, други изследвания 
не потвърждават тези изводи.25,26

Други проучвания върху 72 болни по-
казват, че няколко параметъра могат да се 
използват за анализ на ефекта от ЛЛ. Това 
са SUV, обемът на метаболитно визуализи-
ращия се тумор (MTV) и глюколизата в це-
лия обем (TLG), като последният се оказва 
най-добрият прогностичен индикатор.26 

Скорошно проучване на Zschaeck et al. върху 
76 пациента след лъчехимиолечение изследва 
натрупването на FDG в меките тъкани на 
мукозата (показател MST). Установява се, 
че този показател е прогностичен за тумо-

рен контрол (p = 0.025) и за обща преживяе-
мост (р = 0.003) като предиктор за отговор 
към ЛХЛ.27

Радиомни констелации чрез F-MISO 
ПET при карциноми на глава и шия. Множе-
ство проучвания преди 30 години се опитаха 
да докажат ефекта на радиосенсибилизато-
ра на хипоксичните клетки мизонидазол в 
големи карциноми на глава и шия. За съжа-
ление, той и подобни съединения се оказаха 
токсични и не намериха приложение в прак-
тиката. Тези познания преминаха в опити за 
визуализация на тумора и неговата хипок-
сия чрез радиофармацефтици. Така F-MISO 
ПET/КТ се оказа метод за изобразяване на 
туморната хипоксия (Фиг.3). 

Съществуват центрове, специализи-
рани върху подобни изследвания. Проучване 
върху 40 болни показва, че туморите, които 
показват области на туморна хипоксия чрез 
F-MISO ПET/КТ, имат статистически дос-
товерно по-нисък туморен контрол (60%) в 
сравнение с тези, които не визуализират хи-
поксични зони (93%) въз основа на показате-
ля 30-месечна преживяемост без болест.28 
Някои проучвания се опитват да използват 
подобни данни за свръхдозиране в хипоксич-
ната областдо 77Gy – доза, която е непоно-
сима от целия облъчван обем. Това се реали-
зира чрез новите методи на модулирано по 
интензитет ЛЛ попримерана простатния 
карцином.

Туморната хипоксия е един от класи-
ческите параметри в радиобиологията, при-
състващ в голям процент в карциномите на 
глава и шия; тя е доказала своя негативен 
ефект. Множество от датските проучва-
ния DAHANCA от години доказват това вли-
яние. Проучването DAHANCA 5 показа, че 
добавянето на Ниморазол (сенсибилизатор 
на хипоксичните клетки) подобрява прежи-
вяемостта на пациентите с карциноми на 
глава и шия.29 Този метод е влязъл в стандар-
та за лечение на авансиралия карцином на 
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глава и шия в Дания (Фиг.5). Проблем оста-
ва идентификацията на пациентите с тези 
карциноми.

Открит е т.нар. генен хипоксичен 
профил (сигнатура), състоящ се от 15 от-
говорни за хипоксията гени, определени чрез 
туморни биопсии.30 Този профил е валидиран 
върху кохорта от независимо избрани паци-
енти, изследвани в предишни DAHANCA 5, 
18, 24 проучвания (514 болни) (Фиг.6). Така е 
установено, че при болни, които нямат този 
генетичен профил, добавянето на Нимора-
зол няма полза.30

В ход е проучване DAHANCA30, което 
цели да верифицира липсата на ефект на Ни-
моразол при пациенти с по-ниска степен на 
туморна хипоксия и да се изключи добавяне-
то на препарата, за да се намалят странич-
ните му ефекти.31

Паралелно с това се провежда съв-
местно проучване DAHANCA и EORTC от 
2014, което цели да валидира 15-генната хи-
поксична сигнатура при HPV/p16 негатив-
ни пациенти (Intergroup Study EORTC-1219-
ROG-HNCG/DAHANCA-29).32

Радиогеномика в 

лъчелечението. Молекулярни 

предиктивни маркери 

Терминът радиогеномика в ЛЛ се из-
ползва за определяне на геномни сигнатури, 
имащи отношение към лъчечувствител-
ността на туморите и нормалните тъкани. 
Тя представлява цялостен геномен анализ за 
определяне на генетичните причини в разли-
ките в лъчечувствителността на тумора и 
здравите тъкани. За съжаление съществува 

Фигура 5. Резултати от проучването DAHANCA 5 за полза от добавяне на радиосенсибилизатора на 
хипоксични клетки Nimorasolпри плоскоклетъчни карциноми на глава и шия. С любезното разрешение на проф. 
Овергаард – лични контакти.
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огромно количество база данни, но ние ще из-
берем само някои онкологични нозологии, при 
които има начални позитивни резултати. 

Човешки папиломавирус (HPV) при 
лечение на орофарингеален карцином. На-
личието на човешки папиломавирус (HPV) 
при плоскоклетъчни карциноми на оро-
фаринкс характеризира отделна форма 
карцином, която се отличава с по-висока 
преживяемост в сравнение с HPV-негатив-
ните тумори. Множество проучвания бяха 
в основата на разделянето му като отделен 
субтип в 8-ма версия на ТNM. Изследване на 
р16 е включено като препоръка в NCCN33, 
CAP, Royal College of Pathologists34 и Cancer 
Care Ontario35 като част от стандартна-
та патологична оценка на орофарингеалния 
плоскоклетъчен карцином. Все още обаче, 
установянето на HPV р16 тумори не е при-
ето като стандарт за намаляване интен-
зивността на класическото лечение в зави-
симост от ТNM. 

Радиогеномни констелации при не-
дребноклетъчен белодробен карцином 
(НДKБК). От практиката на лъчетерапе-

втите е известно, че НДКБК проявява ши-
рок спектър от терапевтичен отговор към 
ЛЛ. При някои пациенти се получава от-
личен ефект от ЛЛ с дълготраен локален 
туморен контрол (ЛТК), докато при други, 
туморът рецидивира дори след високи дози 
ЛЛ. Разлики се наблюдават и в лъчевите ре-
акции на нормалните тъкани около тумора, 
понякога като тежки лъчеви увреждания, а 
в други случаи като минимални. Ясно е, че 
научните търсения са в посока откриване 
на методи, идентифициращи тази хетеро-
генност на отговора, което представлява 
персонализирана медицина.

Научните проучвания са главно в две 
посоки: Предиктивни биомаркери за лъче-
чувствителност на туморите и лъчечувст-
вителност на органите около тумора (т.н. 
органи под риск). 

Предиктивни биомаркери за лъчечувст-
вителност/лъчерезистентност на НДКБК. 
Клетъчни линии от карцином на бял дроб 
(КБД), изследвани в експериментални про-
учвания, показват различни фенотипни 
реакции. В 14 клетъчни линии на НДКБК 

Фигура 6. Генен хипоксичен профил, създаден в Дания върху кохорта от пациенти с хипоксични клетки, 
включени в старо проучване DAHANCA 5. С любезното разрешение на проф. Овергаард – лични контакти.
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са установени криви на фракция на прежи-
вяване след облъчване с 2 Gy (т.н SF2), по-
казваща по-ниска лъчечувствителност от 
дребноклетъчния КБД.36 Това е известно и 
в лъчелечебната практика. За съжаление, 
клиничното приложение е затруднено заради 
разликите и взаимодействието с фактори-
те на микросредата и промяна в сигналните 
пътища. Проведени са широк спектър про-
учвания на генетични и епигенетични алте-
рации, включващи мутации в последовател-
ността на ДНК, промени в ДНК копията, 
промени в микроРНК (miRNA), в протеино-
вата експресия, както и промени в тумор-
ната микросреда (ангиогенеза), разкриващи 
потенциални детерминанти и сигнални пъ-
тища за прогресия и туморогенеза на бе-
лодробния карцином. Проучване показва, че 
туморната експресия на ERCC1, важен фак-
тор в репарационата система на ДНК, е 
предиктор на преживяемост при пациенти, 
лекувани с лъчехимиолечение с платина.37,38

Откритите мутации в EGFR като де-
леция в екзон 19 (ΔE746-E750) или в L858R 
замяна в 21и екзон на EGFR също се изслед-
ват в търсене на лъчечувствителност.39 
Установена е повишена лъчечувствител-
ност, свързана с промяна на мутантния 
EGFR, което затруднява взаимодействието 
на ДНК-зависимата протеин киназа, ключов 
фактор при възстановяването на двойно-
верижните разкъсвания, причинени от ЛЛ. 
Така клетъчни линии от НДКБД, носещи му-
тирал домейн на ТК в EGFR, са няколко пъти 
по-лъчечувствителни в сравнение с тумо-
рите, носещи дивия тип EGFR. Доказано е, 
че ЛЛ, комбинирано с инхибитори на VEGF 
и EGF рецепторите, повишава антитумор-
ния ефект.39 Проучване показва, че прила-
гането на EGFR инхибитора erlotinib пови-
шава лъчевата чувствителност при тумор 
с див тип EGFR.40 Проучвания показват, че 
ЛХЛ с erlotinib увеличава многократно фи-
стулите на хранопровода, поради което те 

са прекратени. По тази причина erlotinib се 
прилага като индукционна терапия, а не ед-
новременно с ЛЛ.40

Torres-Roca et al. се опитват да изра-
ботят радиационен класификатор, пред-
сказващ лъчечувствтелността на клетъч-
ни линии чрез предсказване стойностите на 
фракцията на преживяване след 2 Gy при SF2 
22 от 35 клетъчни линии. Идентифицирани 
са три нови гена RbAp48, RGS10 и R5PIA, чи-
ято експресия корелира с лъчечувствител-
ността. За съжаление изводите са разно-
посочни.41 Друго направление на изследване 
е установяване влияние на родоначалните 
клетки на тумора върху лъчечувствител-
ността. Изследват се и mRNA сигнатури-
те, с голяма амбиция в следващите 3-5 го-
дини NextGen DNA sequencing да предложи 
приложими в практиката биомаркери за це-
лия тумор.

Предиктивни биомаркери за лъче-
чувствителност на здравите тъкани око-
ло тумора – т.нар. органи под риск (ОПР). 
За белодробния карцином основните органи 
под риск (ОПР) са бял дроб и сърце. Голя-
ма база данни е създадена за установяване 
на полиморфизъм на гени (основно XRCC1, 
XRCC2, XRCC3, XRCC4, XRCC5), свързани 
с лъчевите реакцици по механизъм на зат-
рудняване на ДНК репарацията на лъчевите 
промени (Фиг.7). 42

Осемнадесет гена са свързани с лъчере-
зистентността, но само три са валидирани 
– MDM2, Livin α и TP54I3.42 Данните за НД-
КБД показват, че полиморфизъм на XRCC1 
rs25487 (G > A) може да повлияе върху лъче-
чувствителността на нормалния бял дроб и 
спомага за развитие на 2-ра степен радиацио-
нен пулмонит. За съжаление, противоречиви 
са резултатите за склоност към пулмонит 
при пациенти с друг SNPs – XRCC2 rs3218536 
(G > A).43 Търсят се различни комбинация от 
показатели. Комбинация от съотношение-
то над 1 на TGF-β и средната доза в белия 
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дроб над 20 Gy категоризират пациентите 
в три рискови категории – без риск за пулмо-
нит < 5%; умерен риск – 50% и висок риск – 
66%.45 При 164 болни с НДКБД са потърсени 
SNPs в TGF-β ген. Установено е, че CT/CC 
генотиповете rs1982073:T869C TGFβ1 алели 
имат нисък риск за риск за пулмонит, неза-
висимо от дозиметричните ограничения за 
средна доза на белия дроб V20. Предлага се 
това да се изследва преди ЛЛ, което да позво-
ли преминаване към персонализирано ЛЛ.44-45 

За съжаление, токсичността на сърце също 
е свързана с ЛЛ, но досега тези биомаркери 
не са изследвани за токсичност на сърцето. 
В ранни фази на рандомизирани проучвания 
се обмисляше едновременно хиперфрак-
ционирано ЛХЛ с erlotinib (NCT00983307) и 
ZD1839 (NCT00328562). Предвид данните за 
повишена токсичност по отношение на езо-
фагеални фистули дизайнът им е променен, 
като е решено таргетната терапия да се 
прилага индукционно.40 Всички тези изслед-
вания са основно на предклинично ниво вър-
ху екпериментални клетъчни линии in vitro с 
различни показатели, от които най- надеж-
на е връзката между статуса на EGFR (див 

или мутирал тип) и лъчечувствителност-
та. Това обаче следва да бъде потвърдено и 
в проспективни разндомизирани проучвания.

Радиогеномни констелации 

при карцином на простата

Установено бе, че тумори с идентична 
оценка по Gleason могат да имат различна 
генетична хетерегенност в една простатна 
жлеза.46 Не е ясно дали фокусите, които реци-
дивират, са свързани с радиорезизстентност 
или притежават летален метастатичен 
клон. Weberet al. въз основа на ИХХ устано-
вяват, че HIF-1a, VEGF и OPN след хирургия 
и HIF-1a и VEGFслед ЛЛ са по- добри пре-
диктори на биохимичен рецидив от оценка-
та по Gleason, PSA и радиационната доза.47 

Milochevic провежда изследване на парциал-
ното налягане като поставя трансректално 
в тумора електроди за неговото измерване 
преди лечение при 247 болни. Той доказва зави-
симост между тумори с висока степен на хи-
поксия и ранни рецидиви на 2-та година.48 Това 
изисква прилагане на по-високи от обичайни-
те дози ЛЛ за постигане на туморен кон-
трол. За съжаление, проучване на Ann Arboret 
al. от Мичиганския университет, използ-
вайки аналог PET-fluoroazomycinarabinoside 
(FAZA) като маркер за хипоксия, не показва,че 
натрупването на радиофармацефтика FAZA 
има полза за определяне на прогнозата.28 Все 
още няма категорични доказателства, че 
използването на сенсибилизатори на хипок-
сичните клетки би имало полза за контрол 
на простатния карцином, както бе доказано 
при плоскоклетъчните карциноми на глава и 
шия.29-30

Анроген-потискащата терапия подо-
брява оксигенацията на хипоксичните клет-
ки, което е един от механизмите за обясне-
ние защо хормоналната блокада се прилага 
преди ЛЛ след постигане на ниски стойности 
на РSA до 0.01 ng/ml. Следва да се установи 
дали след биопсия, а не ретроспективно след 

Фигура 7. База данни, изследвани при различни тумори 
относно лъчечувствителност на нормални тъкани 
(органи под риск).
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простатектомия, извършването на генети-
чен анализ на ДНК, месинджър РНК, мкРНК с 
оценка на туморната хипоксия ще селектира 
болни за индивидуализирано лечение.50

Загубата на копия на тумор-супре-
сорния ген NKX3.1, на фосфатазния и тен-
зинов хомолог, на простатноспецифичния 
PTEN, както и на регулаторния протеин 
StAR и HSD17B2 хидроксистероид (17-beta) 
дехидрогеназа 2, са нови и независими про-
гностични фактори, които намаляват ус-
пеха на локалното лечение 2-4 пъти. При 
пациенти със загуба на протоонкогените 
cMYC и NKX3.1са открити данни за лъчере-
зистентност.51

МикроРНК (MiR) са обещаващ клас би-
омаркери, поради по-удобното им идентифи-
циране в сравнение с целия геномен анализ, 
където се търси само 1.5% последовател-
ности; за сравнение при ДНК и РНК месин-
джър анализи трябва да се трасират 3 млн 
копия. Макар и още в началото, търсенето 
на предикнивни маркери чрез мкРНК показва 
надежни данни за предиктивния им потен-
циал в ЛЛ. МiR-96 сигнатури, свързани с 
биохимичен рецидив, са доказани при 155 ра-
дикални простатектомии.52 Установени са 
и други мРНК – miR-191, miR-145, miR-100 и 
miR-122 в геномен клъстер, показващи зави-
симости, независимоот основните прогнос-
тични характериситки: Т-класификатор, 
оценка по Gleason и PSA. За съжаление това 
са ретроспективни проучвания.

Основни усилия са положени за намира-
не на прогностични генно-експресионни MiR 

сигнатури, разграничаващи ниско-рисковите 
ПК, при които да се прилага брахитерапия, 
вместо перкутанно лъчелечение. Обсъжда 
се също подход и разграничаване на пациен-
ти, които подлежат на активно наблюдение 
без лечение. Върху материал от 413 проста-
тектомии е селектирана 31 mRNA-сигнату-
ра, предказваща, че туморът има склоност 
към прогресиране (cell-cycle progression – CCP 

genes). Установени са предиктивни стойно-
сти за биохимичен рецидив след операция, 
както и след ЛЛ.53 Преди валидирането ѝ от 
Cooperberg, тя е била установена и при па-
циенти от клиника Scott and White в САЩ и 
Великобритания, оставени под наблюдение.54 

CCP индексът е показал дискриминацион-
на сила и при прилагане върху ниско-рискова 
група, селектирана чрез CAPRA-S индекс, из-
ползван предоперативно. CAPRA-S се използ-
ва широко в САЩ със стойности от 0–12, 
които разделят пациентите на нисък (0-2), 
междинен (3 – 5) и висок CAPRA-S (6), вали-
диран също от M. Cooperberg et al. през 2011 
г.55 Той включва базови доказани прогностич-
ни показатели като предоперативен PSA, 
оценка по Gleason, екстракапсуларна инвазия, 
инвазия на семенни мехурчета, наличие на 
лимфни метастази и R1 резекция. Въз основа 
на тези проучвания е изработен комерсиално 
разпространяван генно-експресионен тест 
ProlarisR (Myriad). 

22-мРНК генна сигнатура е също вали-
дирана в други проучвания върху материал 
от 545 болни от клиниката Майо след про-
статектомия, проследявани 16.9 години.56 
На тази база е създаден Decifer (GenomeDx).

Прогностична сигнатура, базирана на 
32-гена, включваща гени от различни функ-
ционални семейства за транскрипционни 
фактори, гени на клетъчния цикъл, свър-
зани с метаболитните процеси и гени с 
неизвестна функция, формира индекс за 
непрекъснат риск, валидиран върху опера-
тивен материал от 270 болни.58 Авторите 
от Massachusetts General Hospital, Harvard 
Medical School, Boston съобщават за селек-
ция на пациенти с висок риск в 45% от ни-
ско рисковите групи.57

Всички проучвания имат своите недос-
татъци, основно, поради липса на мулти-ин-
ституционални проучвания, както и че го-
лямата част за направени върху материали 
не от биопсия, а от простатектомия. 
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Увеличават се данните, че циркули-
ращите туморни клетки и циркулиращите 
свободни ДНК, РНК и мкРНК, след усъвър-
шенстване на методите на изследване и 
увеличаване на изследваните кохорти, биха 
могли да служат като течна биопсия за оп-
ределяне на стадиране,прогноза и предикция 
за лечение.58

Заключение

Създадена е огромна база данни в об-
ластта на радиомиката и радиогеномиката 
в помощ на лъчелечебната практика. Все 
още обаче, данните са върху експеримен-
тален материал и ретроспективни проуч-
вания при пациенти, провели лъчелечение 
или друг вид онкологично лечение. В ход са 
проспективни проучвания за определяне 
мястото на радиомиката при индивидуали-
зирано планиране на лъчелечението. Очаква 
се завършването на проспективните про-
учвания за валидиране на геномните сигна-
тури като биологични маркери за оценка на 
лъчевия ефект върху тумори и нормални 
тъкани. Крайната, макар и далечна цел, е 
индивидуализиране на лъчелечението чрез 
валидиране на критериите на радиомиката 
и радиогеномиката. 

Сегашно състояние на проблема: 
Радиомика
Радиомно-базираните протоколи (на 

КТ, МРТ и ПЕТ/КТ) за лъчелечебно планира-
не при простатен карцином засега са експе-
риментални и се препоръчват само в рамки-
те на клинични проучвания.

NCCN, ESTRO, IAEA и Swedish National 
Board of Health and Welfare препоръчват об-
съждане на FDG ПЕТ/КТ за подпомагане при 
планиране на туморния обем при НДКБД и 
при карциноми на глава и шия.

68Ga-PSMA ПET/КT може да бъде дис-
кутиран като помощен метод при индиви-
дуализиране на лъчелечението при проста-
тен карцином.

Радиогеномика 
Засега не съществуват валидирани 

радиогеномни сигнатури, оценяващи фено-
типeн лъчев отговор на тумор и нормални 
тъкани.

Съществуват комерсиални пакети, 
базирани на мултигенни мРНК сигнатури, за 
оценка на риск от рецидив и метастази при 
простатен карцином, които не са навлезли в 
стандартната европейска практика. 

Липсват доказателства за съчетание 
на клинична интерпретация, терапевтични 
прогнози и предсказване на лъчевата чувст-
вителност на тумор или околните му здра-
ви тъкани. Създават се въпросници, които 
да уеднаквят показателите за фенотипна 
оценка.
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ОБЗОР
За успешно лечение на простатния карцином (ПК) освен ранната диагноза, 

от съществено значение е откриването на рецидиви след простатектомия, лъ-
челечение или друго локално лечение при стойности на простатноспецифичния 
антиген (PSA) над 0.2 ng/ml. Рутинните образни методи за визуализация са маг-
нитнорезонансна томография (МРТ) и компютърна томография (КТ) с венозен 
контраст; те обаче невинаги са с достатъчна чувствителност.След въвеждане 
в клиничната практика на позитронноемисионната томография с компютър 
томография (ПЕТ/КТ) той стана метод на избор, особено с прилагане на 68Ga-
PSMA(простатноспецифичен мембранен антиген), поради възможността за 
онагледяване на рецидиви и при нива на туморния маркер около биохимичния 
рецидив. Методът е и с предиктивна стойност при вземане на решение за при-
ложение на радионуклидна терапия с 177Lu-PSMA и при лъчетерапевтичното 
планиране.

ПЕТ/КТ-ПРЕДИКЦИЯ ПРИ ПРОСТАТЕН КАРЦИНОМ

проф. д-р Ирена Костадинова, дмн1

проф. д-р Татяна Хаджиева, дмн2

1Клиника по нуклеарна медицина, Аджибадем Сити Клиник, София
2Клиника по лъчелечение, УМБАЛ Св. Иван Рилски, София

Увод 

Простатният карцином (ПК) е вто-
рият по честота карцином при мъжете с 
тенденция за нарастване през последните 
години и шестият по смъртност. 1 Освен 
ранната диагноза на ПК, предизвикател-
ство към съвременните образни методи е и 
ранното откриване и визуализация на реци-
дивите след простатектомия, лъчелечение 
или друго локално лечение, при стойности 
на простатно специфичния антиген (PSA) 
над 0.2 ng/ml. Понастоящем за онагледяване 
на рецидивите, методи на избор са магнит-
норезонансната томография (МРТ) и ком-
пютърната томография (КТ) с контраст, 

но тези методи не винаги са с достатъчна 
чувствителност и специфичност, особено 
при ниски стойности на PSA.2 С въвеждане-
то в онкологичната практика на хибридния 
образен метод позитронно-емисионна то-
мография с компютър томография (ПЕТ/
КТ) стана възможно комбинирано функцио-
нално и анатомо-морфологично изображение 
на изследвания орган и получаване на ранна 
функционална информация за потенциално 
развитие на болестта.

Радиофармацевтици при 

простатен карционм

За визуализация на ПК с ПЕТ/КТ като 
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предиктивни биомаркери с различна степен 
на значимост се използват следните радио-
фармацевтици: 18F-FDG (флуородезоксиглю-
коза), 18F/11С-Choline, 68Ga-PSMA (простат-
носпецифичен мембранен антиген).

18F-FDG. Най-често използваният ра-
диофармацмацевтик за ПЕТ/КТ – 18F-FDG не 
се прилага рутинно за визуализация на про-
статните метастази и рецидиви, но би мо-
гъл да се използва при определени пациенти 
с по-агресивни форми, с повишаващи се нива 
на PSA, които представляват около 30% от 
случаите. Налице са данни за корелация на 
натрупването на 18F-FDG със степента на 
туморната диференциация (по-висока при 
недиференцираните варианти), както и при 
тези с по-високите нива на PSA, но мето-
дът е с ниска предиктивна стойност и без 
съществено влияние върху терапевтичния 
подход.3

18F/11С – Choline. През 2005 г. като 
по-приемлив радиофармацевтик бе въведен 
18F/11С – Choline, чието натрупване в тумор-
ните клетки се базира на повишен синтез 
на фосфолипиди.4 Тестът се препоръчва за 
определяне на стадий, при неясни и несигур-
ни находки от други образни методи, както 
и за рестадиране на болестта, ако PSA ≥ 
2-4 ng/ml при чувствителност 70.3 – 95% и 
специфичност до 85%.1,5 При 30% от паци-
ентите се постига и по-детайлна диагнос-
тична находка спрямо рутинните образни-
те методи, което води до оптимизиране на 
терапията.6Редица други изследвания обаче 
показват, че методът не притежава дос-
татъчна чувствителност и специфичност 
при болни с нисък и интермедиерен риск – 
оценка по Gleason под 7 и по-ниски нива на 
PSA4 като при стойности под 1 ng/ml, реци-
див се визуализира при не повече от 25% от 

Фигура 1. ПЕТ/КТ при болен с карцином на простата и метастази в илиачните и ингвинален лимфен възел–
сравнение на образите от 18F-choline (ляво) и 68Ga-PSMA (дясно). Визуализира се по-добро качество на 
образите с 68Ga-PSMA и се откриват повече обхванати от болестта лимфни възли.
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случаите, докато при стойности над 4 ng/ml 
– при над 75%.7

68Ga –PSMA. Учени от Университе-
тите John Hopkins и Хайделберг последова-
телно през последните няколко години съ-
общиха първите обнадеждаващи резултати 
за приложение на нов радиофармацевтик, 
който се свързва с молекулна мишена-рецеп-
тори, свръхекспресирани по повърхността 
на туморните клетки от ПК: простатни-
ят специфичен мембранен антиген – PSMA, 
маркиран с позитронен източник 68Ga с въз-
можност за използване с хибридната техно-
логия ПЕТ/КТ.8-10 В първичен ПК с лимфните 
метастази PSMA е в много по-големи количе-
ства, отколкото са холинните рецептори; 
така се създава възможност за получаване 
на по-контрастен образ за разпределение-
то на антигена в сравнение с 18F/11С-Choline 
(Фиг.1). 

Първите обобщени резултати през 
2015 за диагностичната значимост на този 
маркиран с позитронен емитер 68Ga-PSMA 
лиганд при пациенти с рецидиви и хормонал-
на резистентност показаха по-добро изобра-
зяване (при едни и същи стойности на PSA), 
от тези с 18F-Choline, с чувствителност 
съответно 86.5% и 70.3% 1, при достигане 
на максимална специфичност и позитивна 
предиктивна стойност от 100% и негатив-
на предиктивна стойност от 91.4%, което 
е предпоставка за по-успешна индивидуали-
зирана терапия.11,12 Въпреки че понастоящем 
няма все още данни от обобщени проспек-
тивни проучвания13, Perera et al. с метаана-
лиз на литературата обобщават, че мето-
дът се препоръчва при биохимичен рецидив 
при ниски стойности на PSA между 0.2 и 
10 ng/ml, когато другите образни методи 
са с ниска чувствителност. ПЕТ/КТ с 68Ga-
PSMA е метод на избор за стадиране преди 
оперативно или лъчелечение и при пациенти 
с висок риск (оценка по Gleason > 7, PSA > 20 
ng/ml, cT2c-3a) (Фиг.2).13 Той е с предимства 

при визуализация на радиологично окултни 
лимфни и костни метастази, което може 
значимо да повлияе избора на последваща те-
рапия. МРТ обаче остава метод на избор за 
определяне регионалното разпространение 
на болестта. 

Установява се, че честотата на от-
криване на рецидиви или метастази от про-
статен карцином е в завимост от нивата 
на туморния маркер и надвишава 90% при 
ниски нива > 1 ng/ml; при нива < 1 ng/ml е 
67% и < 0.5 ng/ml – 58%.1 Получените дан-
ни са от проучвания с голям брой пациенти 
и категорично утвърждават мястото на 
68Ga-PSMA ПET/КT като една от най-на-
деждните и точни образни диагностични 
процедури за рестадиране на пациенти с ре-
цидив на простатен карцином.14 Започнаха 
проучванията за приложение на 68Ga-PSMA 
и с новата хибридна образна технология – 
ПЕТ, комбинирана с магнитнорезонансна 
томография – ПЕТ/МРТ, с която се постига 

Фигура 2. 68Ga-PSMA при пациент с простатен 
карцином и биохимичен рецидив (PSA – 0.7 ng/ml) 
след радикална простатектомия. Визуализират се 
множество тазови лимфни възли, което променя 
терапевтичната стратегия – вместо спасителна 
радиотерапия се назначава системно лечение.
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още по-висока чувствителност, благодаре-
ние на комбинираното молекулярно сцинти-
графско изображение и висок мекотъканен 
контраст. Предстои да бъдат обобщени 
първите резултати (Фиг.3).14

Приложение на тераностика 

с 
68

Ga-PSMA/
177

Lu-PSMA 

Приложението на ПЕТ/КТ с 68Ga-PSMA 
понастоящем е не само като диагностичен 
метод; след маркиране с източници на бета-
лъчение като 177 Lu, той вече се използва и 
като успешна терапевтична алтернатива 

при пациенти с метастази и прогресия към 
резистентна на хормонална кастрация и 
химиотерапия болест.15 Така комбинацията 
68Ga-PSMA и 177Lu-PSMA вече се утвърж-
дава като нова концепция – тераностика, 
с която се постига едновременно много 
точна специфична диагностика и прицелно 
ефективно лечение.16 Литературните дан-
ни до момента показват спад в нивата на 
PSA до 80% след две апликации на терапев-
тичния лиганден комплекс като малък про-
цент пациенти, които вече са рефрактерни 
на друг вид терапия, показват прогресия на 

Фигура 3. ПЕТ-МРТ и 68Ga-PSMA при пациент с простатен карцином и метастази в лимфни възли-регистрира 
се много добър мекотъканен контраст и се постига висока чувствителност и специфичност на изследването.
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болестта.17 През настоящата година вече 
се появиха първите мултицентрови проуч-
вания за ефект от лечение със 177Lu-PSMA, 
с които се демонстрира висока сигурност и 
ефективност, надвишавайки тази на трета 
линия системна терапия.18 Предвижда се да 
се проучи и потенциалното влияние от лече-
ние със 177Lu-PSMA върху преживяемостта. 

Роля на ПЕТ/КТ при 

лъчетерапевтично 

планиране

Лъчелечението е основен метод за де-
финитивно лечение на простатния карци-
ном като съобразно рисковите фактори се 
прилагат или съчетават два основни типа 
лъчелечение – перкутанно лъчелечение и 
брахитерапия. Дори и с най-високо техно-
логичните методи на ЛЛ, пикочният мехур, 
червата и ректумът получават определени 
дози, които са индивидиуални в зависимост 
от лъчечувствителността на пациента. С 
ескалиране на дозата и нейното фракциони-
ране от нормално фракционирано ЛЛ (2 Gy 
дневно до 78-80 Gy) през умерено хипофрак-
циониране (2.3-3.0 Gy дневно) и ултрафрак-
циониране тип радиохирургия (1-3 фракции 
от 9-24 Gy), проблемът с късните лъчеви 
реакции се засилва. Целта е оптимизация 
чрез селектиране на области в простатата 
при нискорисковите групи, които могат да 
не се облъчват, а при високорисковите гру-
пи – да получат възможно най-високи дози и 
обеми. Понастоящем усилията са насочени 
към създаване на биомодели върху ПЕТ/КТ 
образи, подобно на радиомните проучвания 
с МРТ или КТ така, че освен морфороло-
гично очертаване на мишенния обем, върху 
планиращата КТ да се се включи и биологич-
ния мишенен обем.19 Въз основа на клинични 
данни и ПET-образи са изведени т.нар. тек-
сторални критерии (textural features), които 
се базират на хетерогенното натрупаване 

на 18F -FDG в зависимост от агресивността 
на тумора.21 Предстоят проучвания за въз-
действие върху преживяемостта. Първите 
виртуални модели са направени с 11C-choline 
ПET/КT за проучване на възможността да 
се направи едновременно свърхдозиране при 
дефинитивно лъчелечение при болни с реци-
див в лимфни възли – установява се ниска 
токсичност за нормалните тъкани.21,22

При прилагане на ЛЛ е известно, че ос-
новните причини за получаване на незадово-
лителен резултат по отношение на локал-
ния туморен контрол и риска от развитие 
на далечни метастази са хипоксията, актив-
ната пролиферация на туморните клетки и 
лъчерезистентността. Така с прилагането 
на нови радиомаркери стана възможно по-
лучаване на по-добри резултати чрез очер-
таване на биологичния туморен обем в кон-
турите на същинския туморен обем (GTV) 
и планиране на по-високи хиперфракциони 
дози.23 Най-често прилагани са 18F-FMISO 
(за визуализация на биологичния хипоксичен 
мишенен обем) и 18F-FLT (за активната ту-
морна пролиферация без визуализация на съ-
пътстващо възпаление).

Големи надежди за по-прецизно планира-
не на ЛЛ при простатен карцином напосле-
дък се възлагат на новия маркер 68Ga-PSMA. 
В публикация на Bluemel et al. от 2016 г. ав-
торите описват, че приложението на този 
радиофармацевтик визуализира източника 
на биохимичния рецидив в 62.5%, като при 
42.2% се променя последващото лечение и 
се провежда радиохирургия на метастази-
те20, с допълнително свръхдозиране до 66 
Gy (Фиг.4). В друго ретроспективно проуч-
ване на Dewes et al. предварителните данни 
показват промяна на стадия при 53.3% от 
болните, което е довело до промяна и в лъче-
терапевтичната стратегия: повишаване на 
дозата при 80% от болните, намаляване на 
дозата в 13.3% и облъчване на допълнителни 
обеми в 25%.24
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Заключения

68Ga-PSMA ПET/КT е много надежден 
предиктивен маркер за специфична радио-
нуклидна терапия с 177Lu PSMA при болни с 
хормонално-резистентен простатен карци-
ном.

ПЕТ/КТ с 68Ga-PSMA или с 11С/18F холин 
се прилагат като предиктивни маркери при 
планиране на спасителна радиотерапия при 
болни с персистиращи стойности на PSA 
или рецидив след оперативна интервенция.

68Ga-PSMA ПET/КT е образен метод на 
избор при визуализация на рецидиви и при ни-
ски стойности на PSA и може да се прилага 
като допълнителен метод за оценка на ло-
калното туморно стадиране към МРТ.
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ОБЗОР
Хроничната миелоидна левкемия (ХМЛ) е клонална миелопролиферативна 

неоплазия, чиято патогенеза се свързва с появата на Филаделфийска хромозома 
(Ph) и фузионенген BCR-ABL1, резултат на транслокацията t(9;22)(q34;q11), в 
резултат на което се синтезира онкопротеин с трайно повишена тирозинкина-
зна активност. Съвременната терапевтична стратегия при ХМЛ се основава 
на таргетно лечение с тирозинкиназни инхибитори (ТКИ), чиято основна цел е 
прекъсване на основния патогенетичен механизъм на болестта и постигане на 
преживяемост и качество на живота, сходни с тези при лица без левкемия. От-
говорът към терапията се изразява във възстановяване на нормалната хемопо-
еза, нормализиране на хематологичните показатели и големината на слезката 
(хематологичен отговор); намаляване до пълното изчезване на метафазите с 
Ph-хромозома (цитогенетичен отговор) и/или на броя на BCR-ABL1 транскри-
птите (молекулярен отговор, MO). Концепцията за МО се основава на идеята, 
че постигането на определени нива на BCR-ABL1 в конкретни моменти в хода 
на лечение позволява прогнозиране на хода на болестта в дългосрочен план. Не-
постигането на тези нива или ако са били постигнати, но впоследствие загубе-
ни, налага преосмисляне на терапевтичното поведение и смяна на използвания 
ТКИ с друг. Практическата реализация на тази идея се постига чрез провеждане 
на редовен контрол на нивото фузионните транскрипти през строго определени 
интервали посредством стандартизирана чувствителна и възпроизводима ме-
тодология, основаваща се на полимеразно-верижна реакция след обратна тран-
скрипция.

В текста са разгледани подробно молекулярните изследвания, които се про-
веждат към диагнозата и в хода на болестта, като и информацията с предик-
тивна значимост, която те предоставят.
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Увод 

Хроничната миелогенна левкемия 
(ХМЛ) е клонална миелопролиферативна 
неоплазия, характеризираща се с повишена 
пролиферация на миелоидни клетъчни еле-
менти, представени с всичките си фази на 
развитие, както и със специфични цитоге-
нетични и молекулярни промени. Болестта 
е резултат на малигнена трансформация на 
ранната хемопоетична стволова клетка, 
свързана с появата в нея на транслокация-
та t(9;22)(q34;q11) и съответно – формира-
не на дериватна хромозома 22q-, означавана 
като Филаделфийска (Ph) хромозома. На мо-
лекулярно ниво при транслокацията се фор-
мира качествено нов патологичен фузионен 
ген, включващ почти целия протоонкоген 
нa Abelson 1 (ABL1) [9q34] и част Breakpoint 
Cluster Region (BCR) генa [22q11], означаван 
като BCR-ABL1[22q-], който кодира синтез 
на хибриден онкопротеин Bcr-Abl.1 За разли-
ка от нормалния Abl протеин, онкопроте-
инът се характеризира с трайно повишена 
тирозинкиназна активност, с променена 
клетъчна локализация, както и със способ-
ността да взаимодейства с многобройни 
протеини, включително и с нехарактерни 
такива. Благодарение на тези си свойства, 
онкопротеинът чрез директно фиксиране 
нa медиaтоpи към специфичните си домейни 
или чрез образуване на многокомпонентни 
комплекси с участието на “aдaптоpни” мо-
лекули, предизвиква трайно активиране на 
множество различни сигнални пътища, кое-
то от своя страна води до неконтролируема 
пролиферация на цитокин-зaвисими хемопо-
етични клетки при намалена концентрация 
или отсъствие на цитокини, нарушаване на 
клетъчната адхезия към костномозъчната 
строма и към компонентите на екстрацелу-
ларния матрикс, инхибиране на апоптозата, 
а в напреднали стадии – и блокиране на кле-
тъчната матурация.2

Роля на генетичните 

изследвания при ХМЛ

В около 5% от пациентите с ХМЛ 
липсва видима Ph-хромозома, независимо 
че на молекулярно ниво се доказва генното 
преустройство и фузия между BCR и ABL1 
гените – това са т.н. криптични форми на 
транслокацията.3 От друга страна, в около 
3.7-5% от случаите вместо класическата 
хромозома t(9;22)(q34;q11) се описват по-
сложни преустройства, при които освен 
хромозоми 9 и 22, в преустройството са 
ангажирани допълнително и други хромозо-
ми – вариантни форми на транслокацията. 
Смята се, че наличието на криптични или 
вариантни транслокации няма значение за 
клиничния ход или терапевтичния отговор.4

Точката на счупване в ABL1 гена е поч-
ти винаги разположена във втори и много 
рядко – в трети интрон на гена, докато пре-
късванията в BCR гена са хетерогенни и мо-
гат да варират. В преобладаващия брой от 
случаите с ХМЛ счупването е разположено 
в средната част на гена в т.н. M-bcr (Major) 
област, обхващаща интрони 13 и 14, при 
което се формират съответно e13a2 (b2a2) 
и/или e14a2 (b3a2) транскрипти и се синте-
зира онкопротеин с молекулно тегло 210 kd 
(p210).5 В около 2% от случаите се наблю-
дават и атипични форма на пренареждане6, 
при които счупването в BCR е разположено в 
други места – в 5’края, в т.нар. m-bcr (minor) 
област, обхващаща първи интрон, при което 
се образуват е1а2 транскрипти и онкопро-
теин с молекулно тегло 190 kd (p190) – ано-
малия, характерна за BCR-ABL1-положител-
ните остри левкемии; счупването може да 
е в μ-bcr (micro) областта, разположена в 3’ 
края на гена, при което се синтезират е19а2 
транскрипти и онкопротеин с молекулно 
тегло 230 kd (p230) и много др.5,7

При пациенти без лечение, както и при 
резистентност към провежданата тера-
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пия, ХМЛ има характерно трифазно клинич-
но протичане – разграничават се три ево-
лютивни стадия: хронична фаза (средно 5-6 
години); стадий на изостряне (акцелерирана 
фаза) (средно 6-9 месеца) и стадий на бласт-
на трансформация (бластна криза) (средно 
3-6 месеца), последният от които по прави-
ло завършва фатално.8,9

Изясняването на ключовото значе-
ние на трайно повишената тирозинкиназна 
активност на хибридния Bcr-Abl1 онкопро-
теин за развитието на ХМЛ е в основата 
на съвременната терапевтична стратегия 
– прилагане на таргетно лечение с тирозин-
киназни инхибитори (ТКИ), чиято цел е пре-
късване на основния патогенетичен механи-
зъм на болестта. Понастоящем за клинична 
употреба при ХМЛ са одобрени пет различни 
ТКИ: imatinib, nilotinib, dasatinib, bosutinib и 
ponatinib.10 Изборът на оптимален препарат 
се определя от прогностичния скор към мо-
мента на диагноза на съответния пациент 
[прогностичен модел на Sokal, на Hasford 
(Euro), на EUTOS, The EUTOS long-term survival 
(ELTS) score и др.], неговото общо състояние 
и профила на очакваните странични явления 
при отделните препарати.11

Генетичните изследвания са задъл-
жителен елемент от комплексния диагно-
стичен подход при пациенти с клинични и 
лабораторни данни за ХМЛ (левкоцитоза с 
олевяване, тромбоцитоза, базофилия, спле-
номегалия), имащ за цел поставяне на диа-
гноза, определяне на риск, избор на оптима-
лен терапевтичен подход и мониториране 
на лечението с оглед оптимизирането му 
съобразно нуждите на конкретния паци-
ент.12,13 Генетичните изследвания при ХМЛ 
следва да се разглеждат в няколко различни 
контекста: (1) изследвания към момента на 
диагноза; (2) изследвания за оценка на тера-
певтичен отговор и (3) изследвания при ре-
зистентност към лечение или при клинична 
прогресия. 

Изследвания към момента на 

диагнозата

Основната цел на генетичните из-
следвания при пациент с предполагаема 
ХМЛ е да се докаже наличието на патогно-
моничната t(9;22)(q34;q11)/BCR-ABL1, 
което е задължително условие за поста-
вяне на диагноза ХМЛ и ограничаване на 
болестта от други миелопролиферативни 
неоплазии или реактивни състояния, свър-
зани с левкоцитоза14; тези изследвания са 
и абсолютно необходима предпоставка 
за започване на таргетно лечение с ТКИ. 
За целта могат да се използват различни 
диагностични подходи, които целят да 
докажат специфичната t(9;22) на различ-
ни нива, съответно: (1) конвенционален 
цитогенетичен анализ – за установяване 
на Филаделфийска хромозома, (2) молеку-
лярно-цитогенетичен анализ чрез флуо-
ресцентна in situ хибридизация (FISH) на 
фузионния ген BCR-AB1(ДНК), (3) моле-
кулярен анализ чрез полимеразно-верижна 
реакция след обратна транскрипция (RT-
PCR) на фузионните транскрипти BCR-
ABL1 (РНК)12,13, имунологичен анализ чрез 
флоуцитометрия – на хибридния онкопро-
теин Bcr-ABL (протеин).15 В рутинната 
практика съгласно актуалните препоръки 
от водещи експерти в областта към мо-
мента за диагноза приложение намират 
само 2 от тези методи – цитогенетичен 
анализ и RT-PCR.12,13 Двата подхода не са 
алтернативи и следва да се използват ус-
поредно, тъй като позволяват данните 
от едното изследване да валидират резул-
татите от другото. Най-честата при-
чина за несъответствие в резултатите 
от двата подхода са криптични форма на 
транслокацията [Ph(-)/BCR-ABL1(+)] или 
атипични форми на фузионния ген [Ph(+)/
BCR-ABL1(-)]. В тези случаи за изясняване 
на резултата метод на избор е FISH.16
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Клинична значимост 

на цитогенетичните 

изследвания

Конвенционалният хромозомен лен-
тов анализ позволява не само да се докаже 
наличието на Ph-хромозома, но и да се уста-
нови наличие на други допълнителни анома-
лии, които се срещат в 9.4% от пациенти-
те.6 Някои от тези аномалии имат важна 
диагностична и прогностично значима ин-
формация. Така например установяване на 
аберации, отнасящи се към т.н. голям път 
на цитогенетична клонална еволюция (като 
втора Ph-хромозома, тризомия 8, изохромо-
зома 17q, и тризомия 19)17, както и наличи-
ето на комплексен кариотип или аномалии, 
засягащи хромозома 3q26.2, е достатъчно 
условие за класифициране на ХМЛ във фаза 
на изостряне, независимо от резултатите 
от останалите изследвания, съгласно класи-
фикацията на СЗО (2016).14 Тези пациенти 
са с повишен риск и с по-висока честота на 
резистентност към използваните ТКИ.

Клинична значимост на 

молекулярните изследвания

Съгласно актуалните препоръки, из-
ползването на RT-PCR е другият задължи-
телен елемент на диагностичния панел.12,13 
Използването на RT-PCR e предпочитан 
скриниращ подход в рутинната практика, 
позволяващ бързо определяне на BCR-ABL1 
статуса и съответно ограничаване на паци-
ентите, които носят аномалията. Основна 
причина за това е възможността изследва-
нето да се проведе върху периферна кръв за 
разлика от конвенционалния цитогенетичен 
анализ, при който се изисква материал от 
костно-мозъчен аспират. Друго съществе-
но преимущество на RT-PCR e, че позволява 
установяване на BCR-ABL1 и при пациенти с 
криптични форми на транслокацията, кои-
то са отрицателни за Ph-хромозома при ци-

тогенетичното изследване. И не на послед-
но място, определяне на наличие и форма 
на фузионните транскрипти е абсолютно 
условие за приложимост на методите за це-
лите на молекулярния мониторинг за оценка 
на минимална резидуална болест в хода ле-
чение.

Понастоящем съществуват известни 
противоречия по отношение на конкретния 
вариант на реакцията, който следва да се из-
ползва за изследванията за диагноза: качест-
вена RT-PCR (ЕLN, 2013)12 или количествена 
RT-PCR (NCCN, 2017).13

Информация, получавана при използ-
ване на качествена RT-PCR. Основно преи-
мущество на този подход и възможността 
да се определи не само наличието, но форма-
та на фузионния ген по вида на намерените 
BCR-ABL1 транскрипти. Това е изключи-
телно важно в няколко аспекта: 

Значение на конкретната форма на 
типичните BCR-ABL1 транскрипти. Според 
редица наблюдения, вариациите във вида на 
типичните р210 BCR-ABL1 транскрипти 
могат да има съществено предиктивно зна-
чение при лечение с тирозинкиназния инхи-
битор imatinib. Така например, Castagnetti 
et al. през 2017 съобщават значимо по-висо-
ка честота и по-бързо постигане на голям 
молекулярен отговор при пациенти с e14a2 
(b3a2) транскрипти спрямо тези с е13a2 
(b2a2), както и значимо по-добри 7-годишна 
преживяeмост (90% спрямо 83%, преживяе-
мост без прогресия (89% спрямо 81%) и пре-
живяемост без неуспех (71% спрямо 54%).18 

Сходни резултати съобщават и Jain et al. 
през 2016 г. – при пациенти с е13a2, e14a2 
и e14a2+е13а2 транскрипти голям молеку-
лярен отговор се установява на 3-ия месец 
съответно при 27%, 49%, и 50%, а на 6-ия – 
при 42%, 67%, и 70%. И тук видът на тран-
скриптите корелира в преживяемостта без 
събития, която е по-дълга при пациенти с 
e14a2 (независимо дали е единствено форма 
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или в комбинация с e13a2).19 Е14а2 формата 
се съобщава да е асоциирана и с по-висока 
честота на ремисия без лечение при паци-
енти с ХМЛ със спряно лечение.20 Същевре-
менно според други автори, независимо от 
по-добрия отговор при е14а2 не се доказват 
значими различия в общата преживяемост и 
преживяемостта без прогресия в дългосро-
чен план.21,22

Значение на доказване на атипични 
форми на фузионните транскрипти. В част 
от пациентите се доказват атипични фор-
ма на фузионния ген, различни от класиче-
ските р210 BCR-ABL1. Установяването им 
е с изразена практическа значимост в 3 ос-
новни аспекта: 

i.	 при някои от тях клиничното протича-
не и отговор към лечение при пациенти с 
ХМЛ може да се различава от очакваните 
при класическите форми на аномалията. 
Така например наличие на характерните 
за остри левкемии р190 BCR-ABL1тран-
скрипти (е1а2) при пациенти в хронична 
фаза, вместо р210 BCR-ABL1, в повечето 
случаи корелира с влошен отговор към 
лечението с ТКИ и с по-неблагоприятно 
протичане на болестта като цяло23;

ii.	 установяване на р190 BCR-ABL1 тран-
скрипти позволява отграничаване на de 
novo Ph(+) остри левкемии от първична 
бластна криза ХМЛ, които по всички дру-
ги характерни особености могат да бъ-
дат идентични24;

iii.	рутинно използваните китове за коли-
чествено определянена ниво на р210 
BCR-ABL1не са пригодени за монитори-
ране на атипичните транскрипти. При 
тези пациенти е невъзможно да се оцени 
точно терапевтичния отговор и при не-
обходимост своевременно да се промени 
терапевтичното поведение. При тези 
пациенти не могат да бъдат предприема-
ни опити за спиране на лечението, неза-

висимо че отговарят на всички останали 
критерии, тъй като честото и редовно 
мониториране е задължителна предпос-
тавка за това.13

Информация, получавана при използ-
ване на количествена RT-PCR. При този 
подход могат да се пропуснат някои атипич-
ни пренареждания, докато други могат да 
останат неидентифицирани. Същевремен-
но, той предоставя информация за базисна-
та експресия на фузионния ген, за която се 
смята че може да има важно прогностично 
значение. Редица наблюдения показват, че 
бързината и кривата на редукцията в ниво-
то на фузионните транскрипти в хода на 
лечение спрямо индивидуално определеното 
изходно ниво при конкретния пациент мо-
гат да имат по-важно прогностично значе-
ние от намерената абсолютна стройност 
на даден етап от проследяването.25,26

Изследвания за оценка на 

терапевтичния отговор

Преди навлизане на лечението с ТКИ 
в клиничната практика, ХМЛ неизбежно 
завършваше фатално 4-6 години от диа-
гнозата; единствена опция с потенциал за 
излекуване беше алогенната транспланта-
ция на хемопоетични стволови клетки. С 
навлизането на таргетното лечение прог-
нозата коренно се промени и понастоящем 
10-гoдишната преживяемост при ХМЛ над-
вишава 80%27, като относителната прежи-
вяемост на пациентите e едва 3 години по-
кратка от тази на общата популация.28 От 
друга страна, при около 50% пациентите с 
неустановими BCR-ABL1 в продължителен 
период от време, спирането на лечение води 
до трайна преживяемост без лечение и без 
рецидив29, което предполага, че е възможно 
излекуване в тези случаи. Това понастоящем 
е и основната цел при лечението с ТКИ – да 
се постигне преживяемост и качество на 
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живот, сходни с тези на лица без левкемия.30 
За постигане на тази цел е важно да се оси-
гури максимална редукция на левкемичната 
популация и не се допусне прогресия на бо-
лестта и/или развитие на резистентност.

В около 6% от случаите ХМЛ се ди-
агностицира в напреднал стадий (изостре-
на фаза или бластна криза)6, което често е 
свързано с отсъствие на адекватен тера-
певтичен отговор. В допълнение, 10-15% от 
пациентите с ХМЛ имат по-кратка прежи-
вяемост от останалите поради прогресия, 
независимо от провежданото лечение или 
поради субоптимална терапия или непри-
държане към терапевтичния протокол.31 
Своевременното идентифициране на паци-
енти, при които не се постига очаквания 
терапевтичен отговор или настъпва загу-
ба на постигнат преди това терапевтичен 
отговор, позволява ранна промяна в тера-
певтичното поведение и евентуално подо-
бряване на прогнозата в дългосрочен план. В 
този смисъл, контролът на терапевтичния 
отговор има ключово място при оптимизи-
ране на лечението на отделния пациенти и 
постигане на по-добра прогноза.

Степента на редукцията на туморния 
обем в резултат на провежданото лечение е 
един от най-важните прогностични марке-
ри при всички злокачествени болести, вкл. 
и при ХМЛ.32 При ХМЛ отговорът към ле-
чение се изразява във: (i) възстановяване на 
големина на слезката, (ii) нормализиране на 
хематологичните нарушения, (iii) изчезване 
на Ph-хромозома и отново поява на нормален 
кариотип, и (iv) редуциране на броя на BCR-
ABL транскриптите в кръвта и костния мо-
зък до много ниски нива, вкл. и до пълното им 
изчезване. По правило, тези процеси настъп-
ват последователно във времето, коeто до 
голяма степен определя различните подходи 
за оценка на терапевтичeн отговор и имат 
различно клинично значение през различните 
моменти от лечение в хода на болестта.

Хематологичен отговор (ХО).Като 
ХО се разбира подобряване на кръвните 
показатели, намаляване на големината на 
слезката и изчезване на всички симптоми и 
прояви на болестта, съществуващи към ди-
агнозата – левкоцити < 10x109/l с нормална 
диференциална кръвна картина (без незрели 
гранулоцити и < 5% базофили), тромбоцити 
< 450x109/l и изчезване на спленомегалията.12 
В миналото се използваше и понятието час-
тичен ХО – левкоцити < 10x109/l, но с нали-
чие на незрели форми, намаляване на броя 
на тромбоцитите и размера на слезката с 
≥ 50%. Понастоящем се смята, че този от-
говор няма изразена клинична значимост и е 
равностоен на отсъствие на отговор. Нор-
мализиране на кръвните показатели е първи-
ят отговор към лечение и обикновенно на-
стъпва през първите 4 седмици.33

Цитогенетичен отговор (ЦО). Като 
ЦО се разбира намаляване до пълно изчез-
ване на метафазите, носещи Ph-хромозома 
при цитогенетичен анализ, както и възста-
новяване на нормален кариотип. Разгранича-
ват се: пълен ЦО (0% Ph), парциален ЦО (1-
35% Ph), голям ЦО (пълен + частичен: 0-35% 
Ph), малък ЦО (36-65% Ph), минимален ЦО 
(66-95% Ph) и отсъствие на ЦО (> 95% Ph).12 
На 12 месец от лечение, пълен ЦО се пости-
га при 65-73% от пациентите, лекувани с 
imatinib и в 80-85% от тези, лекувани с вто-
ро поколение ТКИ.34 Чувствителността на 
изследването е 1-5%. В клиничното проуч-
ване IRIS, пациенти без пълен ЦО имат риск 
от прогресия около 25% спрямо < 10% при 
пациенти с постигнат ЦО.35 Данните от 
интерфазен FISH не могат да бъдат използ-
вани за дефиниране на цитогенетичните ка-
тегории на отговор.36

Молекулярен отговор (МО). Моле-
кулярният мониторинг е най-чувствител-
ният подход оценка на терапевтичен от-
говор с чувствителност до 0.001%. Друго 
съществено преимущество на метода е, че 
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изследването е неинвазивно и се толерира 
от пациентите. 

Молекулярният мониторинг е сред-
ство на избор при пациенти с постигнат пъ-
лен ЦО. През последните години се натрупа-
ха убедителни данни, че съществува добра 
корелация между терапевтичния отговор, 
определен чрез оценка на резидуалните Ph 
(+) метафази и нивото на BCR-ABL1/ABL1, 
което е основание за разширяване на инди-
кациите за прилагане на RT-PCR при всички 
пациенти, а не само при тези с пълен ЦО.12 
Използването на цитогенетичния анализ 
се ограничава само до случаите, когато не 
може да се проведе молекулярен мониторинг 
при отсъствие на оптимален молекулярен 
отговор на 12и месец от лечение или при за-
губа на голям молекулярен отговор.12,13,36

Методологични изисквания. Оценката 
на молекулярния отговор следва да се про-
вежда посредством стандартизирана ко-
личествена RT-PCR с използване на Taqman 
сонди, позволяваща доказване на нива на 
BCR-ABL1 ≤ 0.0032%.12,13 За целта с най-
широко приложение е стандартизираната 
мануална количествена RT-PCR с готови, 
комерсиално разработени диагностични 
китове или приготвени на място, съглас-
но препоръките на Европейската програма 
Europe Against Cancer.37,38 Принципно нов под-
ход в молекулярния мониторинг са напълно 
автоматизираната технология, елиминира-
ща техническите вариации, свързани с чо-
вешкия фактор и подходите, базиращи се на 
използване на дигитален RT-PCR.39 Резулта-
тите трябва да се съобщават като съотно-
шение фузионни транскрипти към контрол-
ни нормални транскрипти (най-често ABL1, 
и по-рядко BCR, GUSB или друг междуна-
родно признат ген) в проценти; получената 
стойност на BCR-ABL1/ABL1 се умножава с 
локален фактор на конверсия съгласно меж-
дународната скала (International Scale, IS)40, 
което позволява сравнимост на резултати-

те, получени в различни лаборатории. Като 
IS се разбира намалението на BCR-ABL1 
транскриптите спрямо стандартизирано 
базисно ниво от 100%, изчислена въз основа 
на средното ниво на BCR-ABL1, определено 
в 30 проби от пациенти, взети преди започ-
ване на лечение в проучването IRIS.41 Освен 
като процент, МО може да бъде предста-
вен и като логове редукция, където 1 лог е 
10-кратно намаление в нивото на фузионни 
транскрипти, 2 лога – 100 кратно намале-
ние и т.н.

Дефиниции на МО. Трите основни по-
нятия, използвани при молекулярния мони-
торинг при ХМЛ, включват: (1) голям МО, 
(2) дълбок МО и (3) ранен МО.12 В някои пре-
поръки (NCCN, 2017) се използва и понятие-
то пълен МО – неустановими BCR-ABL1 при 
чувствителност на реакцията не по-малка 
от 0,0032% (4.5 лога)13, докато според дру-
гитова понятие следва да не се използва в 
практиката.12

Голям МО се дефинира като намаление 
на нивото на фузионни транскрипти до ниво 
BCR-ABL1/ABL1 ≤ 0.1% (редукция 3 лога).

Дълбок МО дефинира подгрупа от па-
циенти с голям МО с по-изразено намаление 
в нивото на фузионни транскрипти, при 
които BCR-ABL1/ABL1 са ≤ 0.01%. Разграни-
чават се 3 различни нива на дълбок МО като 
при дефинирането им не се прави разлика 
дали има установени фузионни транскрип-
ти [BCR-ABL1(+)] или не [BCR-ABL1(-)]; при 
негативна реакция задължително се преци-
зирана броят на нормални ABL1 копия в из-
следваната проба или чувствителността 
на реакцията. Нивата на дълбок МО са: 

zz МО 4.0 лога: RT-PCR(+) с BCR-ABL1/
ABL1< 0.01% или RT-PCR(-) при нали-
чие на > 10 000 ABL1 транскрипта; 

zz МО 4.5 лога: RT-PCR(+) с BCR-ABL1/
ABL1< 0.0032% или RT-PCR(-) при на-
личие на > 32 000 ABL1 транскрипта; 
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zz МО 5.0 лога: RT-PCR(+) с BCR-ABL1/
ABL1 < 0.001% или RT-PCR(-) при нали-
чие на > 100 000 ABL1 транскрипта.40

Pанен МО – нивото на фузионни тран-
скрипти [BCR-ABL1/ABL1] на 3-ия и 6-и ме-
сец от началото на лечение с ТКИ.13

Понятието молекулярен рецидив обик-
новено се използва при пациенти, при които 
е спряно лечение и се дефинира като наличие 
на 2 последователни положителни резулта-
та при изследване с количествена RT-PCR в 
рамките на един месец, при които е устано-
вено значимо нарастване на нивото на BCR-
ABL1 (≥ 1 лог).42

Честота на молекулярния монито-
ринг. След започване на лечение, молеку-
лярният мониторинг следва да се провеж-
да през 3 месеца до постигане на голям МО 
(BCR-ABL1/ABL1 ≤ 0.1%), след което през 
3-6 месеца.12,13 При нарастване на нивото 
на фузионни транскрипти с 1 лог (10 пъти) 
изследването следва да се повтори след 1-3 
месеца. 

Молекулярен мониторинг при паци-
енти, при които е спряно лечението с ТКИ. 
При пациенти, при които е спрямо лечение-
то, молекулярното изследване следва да се 
провежда значително по-често: ежемесеч-
но през първите 6 месеца, през месец през 
следващите 7-24 месеца, след което през 3 
месеца за пациентите, които остават в го-
лям МО (NCCN, 2017). Според препоръките 
на ESMO мониторирането трябва да се про-
вежда всеки 4–6 седмици през първата годи-
на след спиране на лечение.36

Kлинична значимост на установе-
ното ниво на BCR-ABL1. Най-общо, нама-
ляващи до много ниски нива на BCR-ABL1, 
включително до пълното им изчезване, са 
свързани с добра прогноза, докато персис-
тиращи трайно високи нива или постоянно 
нарастващи, особено ако са свързани със за-
губа на голям МО са свързани с риск от про-
гресия на болестта и влошена прогноза.

В рутинната практика са разрабо-
тени критерии за терапевтичен отговор, 
включващи оптималното ниво на фузионни 
транскрипти за конкретен момент от ле-
чението. Въз основа на тези критерии се 
разграничават 3 вида отговор: 

(1) оптимален терапевтичен отговор – 
постигнато е желаното ниво на редукция на 
BCR-ABL1 за конкретния момент от лече-
ние; това корелира с добра прогноза в дълго-
срочен план, поради което ефективността 
на прилагания ТКИ е оптимална и не се нала-
га смяната му с друг ТКИ; 

(2) неуспех от лечение (отсъствие на 
отговор) – не е постигнато желаното ниво 
на редукция на BCR-ABL1 за съответния мо-
мент от лечение, поради което продължава-
не на лечението със същия ТКИ не е подхо-
дящо и е необходима смяна с друг препарат; 

(3) субоптимален отговор (отговор, 
изискващ повишено внимание) – наблюда-
ва се известен отговор, но той не покрива 
критериите за оптимален; поради това, 
независимо че пациентът все още може да 
има известно полза от използвания ТКИ, но 
в дългосрочен план прогнозата е неясна, се 
налага по-стриктен контрол и готовност 
за промяна на терапията.12,13

Критериите за терапевтичен отго-
вор в различните препоръки се припокри-
ват в значителна степен, независимо че 
съществуват някои различия. Съгласно ELN 
2013, оптимален отговор към първа линия 
на лечение с ТКИ се приема ако: 

zz на 3-и месец BCR-ABL1/ABL1 e ≤ 10%; 
ако не може да проведе молекулярно из-
следване следва да се проведе цитоге-
нетично изследване, като Ph(+) мета-
фази трябва да са < 35%;

zz на 6-и месец BCR-ABL1/ABL1e ≤ 1% 
[респективно пълен ЦО]; 

zz на 12-и месец BCR-ABL1/ABL1 e ≤ 0,1%; 
(или по което и да е време).12
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Съгласно NCCN 2017, оптимален от-
говор към първа линия на лечение с ТКИ се 
приема ако: 

zz на 3-и и 6-и месец BCR-ABL1/ABL1 e 
1-10%; 

zz на 12-и месец BCR-ABL1/ABL1 е 0.1-1% 
и > 12 месеца BCR-ABL1/ABL1 e < 0.1%.13

Като неуспех се приема ако: 

zz на 3-и месец отсъства пълен ХО или 
Ph(+) метафази са над 95%; 

zz на 6-и месец BCR-ABL1/ABL1 e > 10% 
(респ. > 35% Ph(+)); 

zz на 12-и месец BCR-ABL1/ABL1 e > 1% 
[респ. > 0 Ph(+)]; 

zz > 12 месеца – загуба на пълен ХО или 
пълен ЦО, доказана загуба на голям М, 
поява на нови, допълнителни хромо-
зомни аномалии, поява на мутации в 
BCR-ABL1.
Като субоптимален отговор, изис-

кващ повишено внимание се приема: 
zz на 3-и месец BCR-ABL1/ABL1 e > 10% 

[респ. 1-35% Ph(+)];

zz на 6-и месец BCR-ABL1/ABL1e 1-10% 
[респ. 1-35 Ph(+)]; 

zz на 12-и месец BCR-ABL1/ABL1 e 0.1-1%;

zz > 12 месеца– Ph(-) клонална еволюция с 
поява на -7/7q-.12

Изследването предоставя клинич-
но значима информация в няколко различ-
ни аспекта: (1) ранно идентифициране (3-6 
месеца след стартиране на лечение) на 
пациенти с висок риск от прогресия), (2) 
идентифициране на пациенти, загубили мо-
лекулярен отговор, респ. развили вторична 
резистентност, с висок риск от прогресия 
преди всякакви други клинични данни, (3) 
идентифициране на пациенти с неустанови-
ма болест, при които може да се предприеме 
спиране на лечение.

Ранно идентифициране на 

пациенти с висок риск от 

прогресия: оценка на ранен 

молекулярен отговор

Един от най-важните предиктивни 
фактори при пациенти, лекувани с ТКИ, е 
оценката на т.н. ранен молекулярен отго-
вор – ниво на BCR-ABL1 на 3-и и 6-и месец 
от началото на лечение.43

Съгласно сега възприетите критерии, 
установяването на ниво на BCR-ABL1/ABL 
≤ 10% на 3-и месец от лечение e белег на оп-
тимален терапевтичен отговор, корелиращ 
с всички прогностични индекси – вероят-
ност за постигане на пълен ЦО, голям МО, 
дълбок МО, преживяемост без прогресия 
(ПБП), преживяемост без трансформация 
и обща преживяемост.44 Непостигането на 
това ниво (BCR-ABL1/ABL > 10%) се прие-
ма като субоптимален отговор, изискващ 
повишено внимание. Относителният дял 
на тези пациенти варира от зависимост от 
използвания ТКИ, като той е по-висок при 
imatinib (24-35%) спрямо този при ТКИ от 
второ поколение [dasatinib (16%), nilotinib 
(10%), bosutinib (14%)]45. При пациентите с 
BCR-ABL1/ABL > 10% се постига значител-
но по-рядко пълен ЦО (48-59% спрямо 81-
96%) и голям МО (14-27% спрямо 62-80%). 
Това от своя страна се транслира и в скъ-
сени ПБП и обща преживяемост (ОП), съ-
ответно: 57% и 93% (5-годишна ПБП / ОП 
– imatinib), 83% и 97% (4-годишна ПБП / ОП 
– nilotinib), 68%/86% и 96% (3-годишна ПБП/
ОП – dasatinib), 83%/88% и 99% (2-годишна 
ПБП/ОП – bosutinib), и 61% и 85% (3-годишна 
ПБП/ОП – различни ТКИ).45,46 Независимо от 
всички тези данни, съгласно препоръките на 
ELN 2013, молекулярния статус на 3-и месец 
при едно единствено определяне на терапев-
тичния отговор не е достатъчно условие за 
промяна на лечение.12 Според NCCN интeр-
претацията зависи от конкретната кли-
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нична ситуация като терапията може да не 
се променя на 3-и месец само при пациенти 
с редукция > 50% от базисното ниво или със 
стойности малко над 10%.13

Изследването на нивото на BCR-ABL1 
на 6-и месец добавя допълнителна клинично 
значима информация, особено важна при па-
циенти с BCR-ABL1/ABL1 > 10% на 3-и ме-
сец. Съгласно препоръките на ELN, като оп-
тимален молекулярен отговор на 6-и месец е 
установяването на нива на BCR-ABL1/ABL1 
< 1%.12 Смята се, че при тези, при които е 
постигнат този отговор, протичането на 
болестта, последващия отговор към тера-
пията и цялостната прогноза е идентична, 
независимо от определения статус на 3-и 
месец, вкл. и при тези при тези, които са 
били с нива > 10% предходното изследване.47 

При пациенти, при които не е постигнат 
оптимален отговор както на 3-и, така и на 
6-и месец, по правило се наблюдават скъсени 
ПБП и ОП, поради което е показание за смя-
на на използвания ТКИ.

Идентифициране на 

пациенти, загубили 

молекулярен отговор с висок 

риск от прогресия

Постигане на голям МО (BCR-ABL1/
ABL1 ≤ 0.1% или 3 лога редукция) на 12-и ме-
сец от лечението или по което и да е време 
е маркер за оптимален отговор.12,13При част 
от тези пациенти се наблюдава отново на-
растване на BCR-ABL1/ABL1, което често е 
белег на прогресия на болестта, като тази 
находка може предхожда значително във 
времето появата на клинично изявен реци-
див. Така например, 10% от пациентите с 
пълен ЦО, които са загубили големия МО и/
или са имали > 1-лог нарастване на нивото 
на BCR-ABL1 впоследствие са развили про-
гресия на болестта48, а в друго проучване, 
при около една трета от пациентите с го-

лям МО, които са го загубили, е наблюдаван 
рецидив средно 14 месеца по-късно.49 Тези 
данни подчертават клиничната и предик-
тивна значимост на редовния молекулярен 
контрол за идентифициране на пациенти с 
постигнат МО и с повишен риск от прогре-
сия. Същевременно нарастването повтор-
но на нивото на фузионните транскрипти 
може да бъде свързано както с развитие 
на резистентност към успешно до преди 
това лечение, така и с непридържане към 
терапията.50 Когато еднократно е устано-
вено нарастване на нивото на фузионните 
транскрипти > 5 пъти, при което е загубен 
големия МО или при нарастване 10 пъти (1 
лог) при пациенти без загуба на големия МО, 
изследването следва да се повтори през по-
кратък интервал.12,13 При потвърждаване на 
находката и изключване непридържане към 
терапията като причина, в случаите кога-
то нарастването е съпроводено със загуба 
на голям МО следва да се проведе цитоге-
нетично изследване върху костно-мозъчен 
аспират, за да се оцени качеството на ци-
тогенетичния отговор и евентуално – на 
появата на допълнителни цитогенетични 
аномалии. Допълнително следва да се извър-
ши скрининг за мутации с цел да се избере 
оптималния ТКИ инхибитор при превключ-
ване на лечение. 

Идентифициране на 

пациенти с неустановима 

болест, при които може да 

се предприеме спиране на 

лечение

Постигането на голям ГО корелира с 
благоприятна прогноза и удължена прежи-
вяемост без прогресия. В проучването IRIS 
на 54 месец от проследяването, пациенти-
те с постигнат голям МО на 12-ия месец 
имат 97% ПБП спрямо 89% при тези, с пъ-
лен цитогенетичен отговор, но без голям 
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МО (< 3 лога редукция).51 В друго проучване, 
при нито един от пациентите с голям МО 
на 18-и месец не е наблюдавана прогресия на 
болестта.52 Задълбочаването на молекуляр-
ния отговор допълнително намалява риска 
от прогресия.53,54

Понастоящем, като най-добър МО се 
приема МО4,5/МО5,0 с неустановими BCR-
ABL1 транскрипти. Честотата на паци-
енти с неустановими транскрипти на 36-и 
месец е 18.1% (imatinib 400 mg) и e значител-
но по-висока при използване на високи дози 
imatinib – 30.6% (imatinib 800 mg) или ТКИ 
второ поколение – 29.2% (nilotinib) и 28.6% 
(dasatinib). Анализът на тези пациенти по-
казва, че в случаите с неустановими BCR-
ABL1 транскрипти се установяват значимо 
по-добри преживяемост без трансформация 
и обща преживяемост само спрямо пациенти 
с голям МО, но не и спрямо тези пациенти 
с други нива на дълбок МО (МО4, МО4.5).55 
В друго проучване не се наблюдава значими 
различия в ОП при пациенти с голям МО и 
тези с неустановими BCR-ABL1 транскрип-
ти.56 Същевременно, постигането на дълбок 
МО (МО4.5 и МО5.0), с неустановими BCR-
ABL1 транскрипти е абсолютно условие за 
предприемане на опит за спиране на лечение 
при пациенти, отговарящи на строго опре-
делени критерии.57

През последните години, данните от 
над 10 различни клинични проучвания предос-
тавят убедителни доказателства, че при 
някои пациенти с продължителен дълбок 
МО лечението с ТКИ може да бъде спряно 
безопасно, като при около 50-60% от тях 
постигнатият МО се запазва при продъл-
жително проследяване.42 В останалите слу-
чаи се наблюдава нова поява на BCR-ABL1 с/
или без постепенно нарастваща експресия, 
което настъпва обикновено през първите 
6 месеца след спиране на лечение.58 По-до-
бри резултати се съобщават при пациенти, 
лекувани с ТКИ в продължение на ≥ 5 годи-

ни, с трайно неустановими BCR-ABL1 или 
с MО 4.5 за не по-малко от 2 години. По-го-
ляма вероятност пациентите да останат 
без възвръщане на болестта е установена 
в случаите с по-висок брой NK-клетки при 
спирането на лечение и по-ниска експресия 
на T-cell inhibitory receptor-ligand CD86 вър-
ху плазмоцитоидно-дендритните клетки.59 

При почти всички от тях, ново започване на 
лечение позволява да се възстанови нивото 
на МО отпреди спиране на лечение. 

За да се постигне максимална ефек-
тивност с минимален риск от възвръщане 
на болестта, са разработени стриктни кри-
терии, на които трябва да отговоря всеки 
пациент, при който се предприема опит за 
спиране на лечение. Към тях се отнасят: 

Клинични критерии: възраст > 18 годи-
ни; хронична фаза на ХМЛ без данни за пред-
хождащи изострена фаза или бластна криза; 
лечение при последните 3 години с одобрени 
за клинична употреба ТКИ; отсъствие на 
анамнеза за резистентност към ТКИ; 

Молекулярни критерии: предхождащи 
доказателства за BCR-ABL1 транскрипти, 
които могат да бъдат характеризирани ко-
личествено чрез RT-PCR; траен молекулярен 
отговор [MO4.0, ≥ 0.01%IS в продължение на 
≥ 2 години, потвърдено при най-малко 4 из-
следвания с интервал помежду им минимум 
3 месеца; достъп до стандартизирана коли-
чествена RT-PCR с чувствителност ≥ 4.5 
лога, съобщаване на резултатите съгласно 
IS не по-късно от 2 седмици от вземане на 
пробата; възможност за провеждане на мо-
лекулярен мониторинг ежемесечно през пър-
вите 6 месеца от спирането на ТКИ, след 
които през месец от 7-ия до 24-ия месец, 
след което през 3 месеца за винаги за пациен-
тите с голям МО.13

Препоръчват се критерии и по от-
ношение на болницата, която трябва да 
осигури безопасно проследяване на тези па-
циенти: (1) наличие на международно стан-
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дартизирана лаборатория, провеждаща мо-
лекулярния мониторинг с високо качество и 
чувствителност; (2) възможност за изгот-
вяне на резултат в рамките на 4 седмици; 
(3) капацитет да осигури RT-PCR изследване 
всеки 4-6 седмици, според необходимостта; 
(4) изградена система за проследяване на 
нивото на фузионни транскрипти, позволя-
ваща бърза намеса ако нивото на BCR-ABL1 
нараства.35

В случаите със загуба на голям МО се 
препоръчва бързо стартиране отново на 
лечение с ТКИ с ежемесечен молекулярен 
контрол през първите 6 месеца, след които 
през 3 месеца до живот.13 При пациенти, при 
които не постигнат голям МО в рамките на 
6 месеца от стартирането отново на лече-
нието с ТКИ, следва да се проведе търсене 
на мутации в киназния домейн на BCR-ABL1и 
да се продължи ежемесечния молекулярен 
контрол още 6 месеца. 

Генетични изследвания при 

резистентност и прогресия 

на болестта

Независимо от изключително висока-
та ефективност на таргетното лечение 
с ТКИ, при някои пациенти се наблюдават 
прояви на резистентност – не се постига 
желания оптимален терапевтичен отговор 
или болестта прогресира, въпреки провеж-
даното лечение. При други се наблюдава за-
губа на вече постигнат оптимален отговор. 
Тази резистентност до известна степен 
корелира с фазата на болестта, като тя е 
с най-нисък относителен дял при новодиаг-
ностицирани пациенти с нисък риск и най-
висок – при бластна криза.60 Същевременно, 
прояви на резистентност се срещат и при 
новодиагностицирани пациенти в хронична 
фаза, при които използваният като първа 
линия лечение ТКИ не осигурява желания 
отговор, което налага смяна с друг. 

Съгласно данните от регистъра 
на European Treatment and Outcome Study 
(EUTOS), обхващащ 2904 пациенти, лекува-
ни с първо и второ поколение ТКИ, отсъст-
вие на пълен ЦО и голям МО на 12-и месец 
се съобщава съответно в 43% и 59% от 
пациентите.61Относителният дял на паци-
ентите с резистентност е по-висок при из-
ползване на imatinib спрямо тези, при които 
са използвани ТКИ от второ поколение. Така 
например данните от ENESTnd (nilotinib) и 
DASISION  (dasatinib) при новодиагности-
цирани пациенти с хронична фаза на ХМЛ 
показват значително по-изразена ефек-
тивност спрямо imatinib, но независимо от 
това, в края на първата година при 17-20% 
от пациентите не се постига голям ЦО, а 
при 54-57% голям МО, спрямо съответно – 
34-35% и 72-78% при imatinib.62,63 Съгласно 
актуалните препоръки, всички пациенти, 
при които липсва оптимален отговор, са с 
повишен риск от прогресия на болестта и са 
с неблагоприятна прогноза.12,13

Най-общо, резистентността към 
провежданата терапия с ТКИ при ХМЛ се 
разделя на 2 основни форми: (1) първична – 
дефинирана като невъзможност да се по-
стигне оптимален отговор, и (2) вторична 
– загуба на вече постигнат оптимален от-
говор.64

Mеханизмите, обуславящи развитие на 
резистентност към ТКИ, са хетерогенни, 
като най-общо се разделят на 2 основни гру-
пи: 

[1] BCR-ABL1-зависими, към които ос-
новно се отнасят: (i) появата на мутации в 
киназния домейн на BCR-ABL1, (ii) амплифи-
кация на фузионния ген или (iii) свръхекспре-
сия на BCR-ABL1; 

[2] BCR-ABL1-независими, към които 
се отнасят: 

i.	 дерегулация на някои клетъчни транс-
портни молекули: ABCB1 и ABCG2 (пови-
шен ефлукс) и OST1 (намален инфлукс); 
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ii.	 вариации в плазмените нива на α1-acid 
glycoprotein; 

iii.	 активиране на алтернативни пътища на 
сигнална трансдукция, които поддържат 
пролиферацията и жизнеспособността 
на левкемичните клетки, въпреки под-
тисната тирозин-киназна активност 
на онкопротеина – свързани с JAK/STAT, 
PI3K, Wnt/β-catenin, SHP-165;

iv.	мутации в други гени – TP53, KMT2D 
(MLL2), и TET266;

v.	 наследствен полиморфизъм с делеции в 
BIM гена.67

Генетичните изследвания в тези слу-
чаи целят да се изяснят механизмите, при-
чиняващи тази резистентност, както и да 
подпомогнат избора на оптимална терапев-
тична стратегия. Смята се, че развитие-
то на първична резистентност предимно 
е свързано с BCR-ABL1-независими механи-
зми67, докато вторичната резистентност 
– с мутации в BCR-ABL168, независимо че и в 
двата случая е възможно участието на раз-
лични механизми при един и същ болен. Раз-
нообразието на механизмите, участващи в 
BCR-ABL1-независимата резистентност, 
затруднява диагностиката им; все още липс-
ват и възможности за терапевтичното пов-
лияване на тези състояния.69 В допълнение, 
клиничната значимост на някои от механи-
зми все още предстои да бъде потвърдена. 
Поради тези причини в рутинната прак-
тикапри пациенти с вторична резистент-
ност, освен търсене на прояви на клонал-
на еволюция и поява на нови допълнитeлни 
хромозомни аномалии чрез конвенционален 
цитогенетичен анализ, единственото моле-
кулярно изследване, което се препоръчва за 
изясняване на резистентността, е търсене 
на мутации в ABL1 частта на фузионния ген 
BCR-ABL1.12,13

Понастоящем са описани над 100 раз-
лични мутации70, които могат да засегнат 

аденозин-трифосфат-свързващия домейн 
(означаван като P-loop), каталитичния до-
мейн, активиращата бримка и аминокисе-
лините, които осигуряват директния кон-
такт с ТКИ.71 Значимостта на различните 
мутации може да варира – при някои в из-
вестна степен се запазва чувствителност-
та към съответния препарат, докато при 
други се наблюдава пълна резистентност 
към повечето ТКИ (като например мута-
цията T315I).72 Повечето клинично значими 
мутации засягат P-loop (G250E, Y253F/H, и 
E255K/V), контактната зона (T315I), или ка-
талитичния домейн (M351T и F359V)73. Спо-
ред някои наблюдения, наличието на P-loop 
мутации е свързано с повишен риск от бърза 
бластна трансформация и кратка приживя-
емост.74

Препоръчван метод за изследване на 
мутации в тирозинкиназния домейн е ди-
ректното секвенирането по Sanger75, като 
освен него в практиката приложение на-
мират и някои PCR-базирани подходи алел-
специфична PCR, amplification-refractory 
mutation system PCR76, както и секвени-
ране от ново поколение (Next Generation 
Sequencing, NGS).77

Директното секвенирането по Sanger 
може да докаже единствено мутации, които 
се срещат в > 20% от общата BCR-ABL1(+) 
популация.75 Имайки предвид тези данни е 
очевидно, че поради ниската чувствител-
ност на този подход, трудно могат да се 
установяват мутации на ранните етапи 
от лечение, които се срещат в малък брой 
клетки. В някои проучвания е правен опит 
за използване на методи със значително по-
висока чувствителност, какъвто е флуо-
ресцентната алел-специфична PCR, но се 
съобщава, че установените по този начин 
мутации в редки BCR-ABL1-положителни 
клетки не винаги са свързани с клонална се-
лекция и не е задължително да доведат до 
неуспех в лечението.78 Имайки предвид не-
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възможността да се прогнозира в кои случаи 
находката идентифицира клон, способен да 
поддържа дългогодишна хемопоеза, както 
и поради ниската честота на доказване на 
мутации съм момента на диагнозата, преоб-
ладава становището, че при новодиагности-
цирани пациенти изследването на мутации 
не е необходимо; единствено изключение от 
това правило са пациентите, при които бо-
лестта е диагностицирана в изострена фаза 
или бластна криза.12

В рутинната практика, индикациите 
за провеждане на мутационен анализ в хода 
на терапията включват: (1) непостигане 
на очаквания терапевтичен отговор, (2) 
10-кратно нарастване нивото на ВCR-ABL1 
транскриптите, съпроводено със загуба на 
голям МО, (3) загуба на хематологичен и/
или цитогенетичен отговор; (4) прогресия 
на болестта с трансформиране в изостре-
на фаза или бластна криза.12,13,36 Данните от 
мутационното изследване има клинична зна-
чимост в 3 различни аспекта:

1.	 доказване на 2 или повече мутации в BCR-
ABL1 в хода на лечение с ТКИ се предла-
га като условен критерий, дефиниращ 
изострена фаза на болестта, съгласно 
последната ревизия на миелопролифе-
ративните неоплазии на Световната 
здравна организация (2016)14;

2.	 пациенти с доказана една мутация имат 
голяма вероятност да развият допълни-
телни такива, поради което следва да 
бъдат проследявани по-внимателно. Ос-
вен това, по правило наличието на мно-
жество мутации е асоциирано с значи-
телно по-изразена резистентност;

3.	 прогнозиране на отговор към различни-
те ТКИ и избор на оптимален такъв при 
отделния пациентсъобразно вида на ус-
тановената мутация.

Прецизиране на конкретния вариант 
на мутацията е изключително важно, тъй 

като клиничната значимост може да ва-
рира в зависимост от вида на използвания 
ТКИ, като в повечето случаи мутациите, 
независимо, че обуславят резистентност 
или понижена чувствителност към един 
ТКИ препарат, могат да запазят чувстви-
телността на левкемичните клетки към 
действието на друг. Тези наблюдения поз-
воляват да се направи оптималния избор за 
последващата линия на терапия с ТКИ в слу-
чаите с неуспех за постигане на оптимален 
отговор при използвания като първа линия 
препарат или след загуба от вече постигнат 
такъв, независимо дали това е съпроводено 
или не с клинична прогресия.12

Така например, при наличие на мута-
циите T315A, F317L/V/I/C за предпочитане 
са nilotinibили bosutinib, отколкото dasatinib; 
при Y253H, F359V/C/I, E255K/V – на dasatinib 
илиbosutinib, отколкото nilotinib; а при 
V299L – на nilotinib, отколкото на dasatinib 
или bosutinib. Мутацията T315I е свърза-
на с резистентност към imatinib, nilotinib, 
dasatinib и bosutinib, поради което е показа-
ние за насочване към алогенна трансплан-
тация на хемопоетични стволови клетки, 
ponatinibили включване в клинични проучва-
ния. При всички останали мутации, вкл. и 
при тези с неизяснена клинична значимост 
се прилага покачване на дозата, алтернати-
вен ТКИ, алогенна трансплантация на хе-
мопоетични стволови клетки или клинични 
проучвания.13

Заключение

През последните години се отбеляз-
ва безпрецедентен успех при лечението на 
ХМЛ. Този успех е свързан както с наличие-
то на високо ефективни таргетни препара-
ти, така и с възможността да се използват 
сигурни, стандартизирани и възпроизводими 
молекулярни методи за прецизна начална ди-
агноза на болестта, проследяване с висока 
чувствителност на ефекта от прилагана-
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та терапия и прогнозиране на хода на болес-
тта, ранно отграничаване на пациентите, 
които не се придържат към лечението или 
които се нуждаят от промяна в терапията, 
изясняване в част от случаите на причини-
те за отсъствие на отговор и избор на най-
подходящ препарат за конкретния пациент 
и не последно място – подбор на пациенти, 
които би могло безопасно да се спре лече-
нието и тези, при които то трябва да се 
стартира отново. Всичко това е свързано с 
отчетливо с по-добри клинични резултати 
в реалната клинична практика, извън кли-
ничните проучвания, като самият факт, че 
се провежда редовен молекулярен контрол 
се приема като важен предиктивен фак-
тор, тъй като отразява по-добро качество 
на медицинските грижи при пациентите с 
ХМЛ.79 От друга страна, редовният моле-
кулярен мониторинг, включващ 3-4 изслед-
вания годишно, има и ясно изразени икономи-
чески въздействия80, дължащи се на по-ниски 
разходи за медицински грижи основно за 
сметка на намаляване на средствата, свър-
зани с лечението на случаите с прогресия на 
болестта81.
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ОБЗОР
Дифузният В-едроклетъчен лимфом (ДBЕЛ) е най-честа форма на лим-

фом в западния свят и съставлява средно 37% от неходжкиновите лимфоми 
при възрастни. Болестта показва значителни вариации по отношение на морфо-
логия, клинично представяне, подлежащи молекулярни механизми и биология, 
което неизменно се отразява в широк спектър от клинични резултати. Оптими-
зирането на терапевтичния отговор може да се постигне единствено чрез отчи-
тане на молекулярната хетерогенност на болестта и прилагане на специфично 
насочени медикаменти и схеми в биологично обособените подгрупи. Ревизира-
ната класификация на хемоетичните и лимфоидни неоплазии на Световната 
здравна организация от 2016 включва отграничаване на субтипове ДВЕЛ на ба-
зата на клетъчния произход на малигнената популация - субтип, съответсващ 
на В-клетки на герминативния център (GCB) и субтип с профил, съответсващ 
на активирани В-клетки (ABC). В допълнение към прецизиране на клетъчния 
произход, по-задълбочено изясняване на генетичната сложност на отделните 
лимфоми е предпоставка за избор на оптимална терапевтична комбинация. По-
настоящем пациенти с двойно-експресиращи MYC и BCL2 лимфоми или с двойни/
тройни генетични нарушения представляват подгрупи с висок риск, изискващи 
проучване на алтернативни стратегии. Подобрената прогноза и изследването на 
доказани предиктивни биомаркери са от решаващо значение за формиране на ин-
дивидуализирано лечение, адаптирано към риска.

ПРЕДИКТИВНИ ДЕФИНИЦИИ ПРИ ДИФУЗЕН 

B-ЕДРОКЛЕТЪЧЕН ЛИМФОМ

проф. д-р Маргарита Генова, дм

СБАЛХЗ, София

Увод

Дифузният В-едроклетъчен лимфом 
(ДBЕЛ) е най-честа форма на лимфом в за-
падния свят и съставлява средно 37% от не-
ходжкиновите лимфоми при възрастни. По 
определение включва неоплазии, съставени 
от средни и големи по размер В-лимфоидни 
клетки с дифузен растеж и размери, равни 

или по-големи от тези на нормални зрели 
лимфоцити. Клинично болестта се предста-
вя като бързо нарастваща туморна маса с 
една или повече нодални или екстранодални 
локализации. Съгласно стандартните схеми 
за стадиране, по-голяма част от пациенти-
те са в I-II клиничен стадий; с рутинното 
въвеждане на ПЕТ/КТ се оказа обаче, че раз-
пространеността на неопластичния процес 
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към момента на поставяне на диагноза е по-
голяма. Значителна част от пациентите 
са асимптомни при диагностициране на бо-
лестта. При наличие на симптоматика, тя 
включва както класическите В-симптоми, 
така и симптоматика в зависимост от кон-
кретната локализация.1,2

Болестта показва значителна хетеро-
генност по отношение на морфология, кли-
нично представяне, биология и отговор към 
лечение. Това предопределя обособяване на 
редица нозологични субтипове въз основа на 
клетъчна морфология (напр. центробластна 

или имунобластна), място на първично зася-
гане (нодално или екстранодално) или според 
клиничния фон, от който възниква (напри-
мер нормален или компрометен имунитет); 
в случаите, за които няма ясни и общоприети 
критерии за субкласифициране, се определят 
като ДВЕЛ, неспецифициран по друг начин 
(Табл. 1). Важно е да се отбележи, че тази хе-
терогенност неизменно се отразява в широк 
спектър от клинични резултати и вариации в 
отговора към лечение, което поставя остро 
необходимостта от разработване на нови 
прецизирани терапевтични стратегии.

Дифузен В-едроклетъчен лимфом, неспецифициран по друг начин

Морфологични варианти
Центробластен
Имунобластен
Анапластен
Други редки варианти
Молекулярни субтипове
Субтип от В-клетки на герминативния център (GCB) 
субтипот активирани В-клетки (ABC)

Други В-едроклетъчни лимфоми

Богат на Т-клетки/хистиоцити В-едроклетъчен лимфом
Първичен дифузен В-едроклетъчен лимфом на ЦНС
Първичен кожен дифузен В-едроклетъчен лимфом, тип “крак” (leg type)
EBV-положителен дифузен В-едроклетъчен лимфом
Дифузен В-едроклетъчен лимфом, асоцииран с хронично възпаление
Лимфоматоидна грануломатоза
В-едроклетъчен лимфом с пренареждания на IRF4
Първичен медиастинален (тимусен) В-едроклетъчен лимфом
Интраваскуларен дифузен В-едроклетъчен лимфом
ALK-положителен дифузен В-едроклетъчен лимфом
Плазмобластен лимфом
HHH8-положителен дифузен В-едроклетъчен лимфом (временна, условна категория)
Първичен ефузионен лимфом

В-клетъчни лимфоми с висока степен

В-клетъчни лимфоми с висока степен, с пренареждания на MYC, BCL2 и/или BCL6
В-клетъчни лимфоми с висока степен, неспецифицирани по друг начин

В-клетъчни лимфоми, некласифицируеми

В-клетъчни лимфоми, некласифицируеми, с характеристики между дифузен В-едроклетъчен лимфом и кла-
сически Ходжкинов лимфом

Таблица 1. Субтипове на дифузен В-едроклетъчен лимфом съгласно класификацията на СЗО-20163.
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Биомаркери за 

стратифициране на 

пациентите с ДВЕЛ

На молекулярно ниво, ДВЕЛ също е хе-
терогенна болест. Резултати от проучва-
ния през последните години, основаващи се 
на генно-експресионното профилиране (GEP) 
и ДНК секвениране, показаха, че болестта 
може допълнително да бъде разделена на по-
малки и по-хомогенни групи.4-6 Toва до голяма 
степен обяснява защо пациентите с ДВЕЛ 
реагират по различен начин на прилаганата 
терапия, но също така предоставят реална 
основа за разработване на нови специфични 
терапии, основаващи се на характеристики-
те на малигнения процес и търсенето на въз-
производими биомаркери, които да насочват 
терапевтичния процес в правилна ефектив-
на насока при конкретния болен. Проучвания-
та в тази насока показват трайна тенденция 
за развитие, инкорпорирайки достъпните и 
бързо развиващи се технологии.

Редица биомаркери както на генетично 
ниво, така и на белтъчно могат да бъдат из-
ползвани за по-прецизно диагностиране на па-
циентите с оглед оценка на новите терапев-
тични режими, съобразени с подлежащите 
молекулярни механизми, които поддържат 
туморния растеж и оцеляването на малиг-
нените клетки (Фиг.1). Въпреки това, към 
настоящия момент все още не е идентифи-
циран идеален биомаркер или констелация от 
бимаркери. От практическа гледна точка би 
било ефективно да се групират няколко би-
омаркера в една обособена категория, като 
напр. активиране на добре дефинирани онко-
генни сигнални пътища.7 Така стратегиите 
за лечение, базирани на определен билогичен 
механизъм, могат да бъдат оценени по сте-
пента на инхибиране на различни компоненти 
в този път, вместо да се насочват поотдел-
но към всяка отделна генетична мутация. 
Вероятно една такава стратегия би позво-
лила по-ефективно набиране на пациенти за 
конкретни клинични изпитания.

2016 Актуализирана класификация на лимфомите, СЗО 2016

2013-4
Установяване на имунохистохимични (IHC) биомаркери, свързани с онкогенните пътища, във 
фиксирани във формалин и включени в парафин материали (в т.ч. МУС, BCL2 и др.)

2006
Дефиниране на прогностични групи на базата на клетъчен произход, определен чрез генна екс-
пресия във фиксирани във формалин и включени в парафин материали 

2002
Установяване ролята на различни онкогенни пътища и избор на пациенти за допълнително 
секвениране от ново поколение (NGS) на базата на генно-експресионни профили (GEP)

2001
Дениниране на класификационна категория Дифузен В-едроклетъчен лимфом и субтипове, 
СЗО 2001

2000 Дефиниране на прогностични групи на базата на определяне на клетъчен произход чрез GEP

2000
Характеризиране на MUM1 в нормални и малигнени лимфоидни клетки чрез имунохистохимия 
на фиксирани във формалин и включени в парафин материали

1997 Клониране на MUM1/IRF4 гена

1996
Характеризиране на BCL6 в нормални и малигнени лимфоидни клетки чрез имунохистохимия 
на фиксирани във формалин и включени в парафин материали

1993 Клониране на BCL6 ген

1974 Съвременна хистологична класификация нa лимфомите

Таблица 2. Еволюция на проучванията при дифузен В-едроклетъчен лимфом с фокус върху биомаркери.
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Клетъчен произход при 

ДВЕЛ

Чрез прилагане на GEP са идентифици-
рани най-малко два основни молекулярни суб-
типа с различен клетъчен произход: субтип 
с GEP, съответсващ на В-клетки на герми-
нативния център (GCB) и субтипс GEP, съ-
ответсващ на активирани В-клетки (ABC). 
Около 10-15% от случаите не могат да бъдат 
класифицирани по общоутвърдени критерии 
и остават като неспецифицирани по друг 
начин (NOS).8-13 От генетична гледна точка 
обособените по генно-експресионен профил 
субтипове се различават по активация на 
различни молекулярни пътища, профили на 
генетични аберации и соматични мутации. 
Например случаите с GCB ДBЕЛ се характе-
ризират с активация на PI3K-пътя и свръх-
експресия на bcl6, докато при АВС ДBЕЛ е 
налице конститутивна активация на NFkB, 
която настъпва по различни механизми, в 
това число и активация на сигналния път 
на В-клетъчния рецептор (BCR) (Фиг.2). 
Влиянието на тези различия върху клинич-

Фигура 1. Потенциални биомаркери за 
стратифициране на пациентите с ДВЕЛ с оглед 
прилагане на нови терапевтични стратегии. 

ния изход се потвърждава в редица проучва-
ния14, голяма част от които демонстрират 
по-неблагоприятна прогноза при АВС ДBЕЛ 
в сравнение с GCB-субтип, независимо от 
включване на rituximab в терапевтичните 
схеми. С разработване на нови терапевтич-
ни подходи значимостта на разграничаване 
на субтиповете според клетъчен произход 
нараства и последната ревизирана версия на 
Класификацията на хематологичните нео-
плазии на Световната здравна организация 
от 2016 изисква дефиниране в клиничната 
практика на специфичeн субтип според кле-
тъчния произход. Съотношението между 
честота на GCB/ABC-типове показва ва-
риации според географски фактори, средна 
възраст и използвана методология, но оби-
чайно е около 60%/40%, като честотата на 
GCB-субтип е по-ниска в Азия.15

Фигура 2. Основни засегнати онкогенни пътища при 
субтиповете ДВЕЛ.16
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Методични подходи за 

определяне на клетъчен 
произход при ДВЕЛ

Основополагащите проучвания върху 
клетъчния произход при ДВЕЛ използват из-
следване на GEP с висока производителност 
(high-through put GEP), което не е приложи-
мо в рутинната лабораторно-диагностична 
практика по няколко причини: достъпност 
на технологията, необходимост от свеж 
материал от туморна тъкан, цена и др. 
Понастоящем практическо дефиниране на 
специфичен субтип ДBЕЛ според клетъчен 
произход може да се осъществи по два основ-
ни подхода: чрез имунохистохимично (ИХХ) 
маркиране на клетъчни маркери в определен 
алгоритъм или чрез GEP (високопроизводи-
телен или нископроизводителен) на мате-
риали от туморни тъкани, фиксирани във 
формалин и включени в парафин (FFPE). 

За осъществяване на генно-експресио-
нно профилиране се използва РНК, изолирана 
от FFPE-туморна тъкан. Проучени са как-
то техники с висока10,11, така и с ниска про-
изводителност.17-23 Приложимостта и на 
двата подхода е потвърдена от мета-анализ 
на ретроспективни проучвания. В ход са две 
клинични проучвания във фаза III, в които се 
определя клетъчен произход посредсвом две 
платформи за GEP на FFPE-проби: REMoDL-
B (NCT01324596), в което се използва плат-
форма Illumina DASL (Illumina Inc., San Diego, 

CA) и ROBUST (NCT02285062), в което се 
прилага платформа Lymph2Cx, базирана на 
Nanostring nCounter (NanoString Technologies, 
Seattle, USA).24 Като предимство на техно-
логията може да се приеме и възможността 
за използване на комерсиални чипове, с кое-
то се осигурява точност на резултатите. 
Проблем представлява качеството на РНК, 
изолирана от FFPE-биопсични материали, 
но основно ограничение на GEP остава дос-
тъпността на технологията, която към 
момента е приложима предимно във висо-
коспециализирани лаборатории. Проучена 
е възпроизводимост на изследванията чрез 
Nanostring-based Lymph2Cx assay с добри ре-
зултати както при последователни изслед-
вания от няколко проби от един биопсичен 
материал, така и по отношение на междула-
бораторна възпроизводимост.20,23

В опит да се транслират резултати от 
GEP-субкласифициране в широкодостъпен 
подход, проложим в рутинната лаборатор-
но-диагностична практика, са разработени 
няколко алгоритъма на изследване на панели 
от ИХХ-маркирани клетъчни антигени на 
материали от туморни тъкани,фиксирани 
във формалин и включени в парафин (FFPE). 
По-голямата част от алгоритмите са би-
нарни класификатори, т.е. предиктори от 
втори клас (Табл.3; Фиг. 3). 

Основни предимства на ИХХ-алгори-
тмите са свързани с широка достъпност и 
приложимост на метода, който позволява 

Автор Имунохистохимично определени антигени

Алгоритъм на Colomo et al.25 MUM1/IRF4, CD10, BCL6
Алгоритъм на Muris et al.26 CD10, MUM1/IRF4 + BCL2
Алгоритъмна Nyman et al.27 CD10, BCL6, MUM1
Алгоритъм на Meyer (или ‘Tally’) et al.28 CD10, GCET1, MUM1/IRF4, FOXP1, LMO2
Алгоритъм на Hans et al.29 CD10, BCL6, MUM1
Алгоритъм на Choi et al.30 GCET1, MUM1, CD10, BCL6, FOXP1
Алгоритъм на Natkunam et al.31 LMO2
Алгоритъм на Visco et al.32 CD10, FOXP1, BCL6

Таблица 3. Алгоритми за имунохистохимични панели за определяне на клетъчен произход.
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задоволителна възпроизводимост в рамки-
те на отделен клиничен център. Подходът 
обаче страда от сериозни недостатъци, 
свързани с незаволителна корелация между 
различните алгоритми и с ниска степен на 
междулабораторна възпроизводимост, по-
твърдена и от рандомизирано клинично про-
учване и метаанализ.33-37

Сравнителният анализ на ИХХ алгори-
тъм на Hans върху FFPE-проби и транскрип-
томния алгоритъм на Wright върху замразени 
проби, включени в клинично проучване LYSA 
LNH03-6B с пациенти, лекувани с R-CHOP, 

показва висока степен на корелация между 
двата подхода (91%) и почти перфектна кон-
кордантност според kappa test (0.81).38 Кли-
ничната интерпретация е пряко зависима 
от начина на формулиране на заключението 
от лабораторното изследване. В тази насока 
ИХХ алгоритми имат ясни предимства – ре-
зултатите са стандартизирани в значител-
на степен, ясно са определени алгоритмите 
и праговите стойности за всеки един от 
маркерите. Все още няма стандартизирана 
система за интерпретация и изготвяне на 
резултат от GEP-изследванията. 

Фигура 3. Основни имунохистохимични 
класификатори.
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Прогностична и 

предиктивна стойност на 

клетъчен произход
Клинични проучвания демонстрират 

значима и независима прогностична стой-
ност на определянето на клетъчен произход 
при ДВЕЛ. Пациенти с GCB-фенотип имат 
висока обща преживяемост (ОП) в сравнение 
с пациенти с АВС-фенотип, независимо от 
методологичния подход – GEP или ИХХ. Екс-
перти дават предимство на GEP-подходите 
поради изложените по-горе предимства. 
От друга страна, фаза III проспективното 
проучване LYSA LNH03-6B потвърждава, 
че имунохистохимичното изследване при 
възрастни пациенти с ДВЕЛ, лекувани с R-
CHOP, е полезно средство за предсказване 
на прогноза, когато се извършва под опти-
мизирани стандартизирани условия. Допъл-
нително изследване на Bcl2-експресия може 
да помогне за идентифициране на пациенти, 
изложени на риск от рецидив, които потен-
циално биха могли да отговорят анти-Bcl2-
терапии.37-39

Клинични проучвания доказват оп-
ределянето на клетъчен произход и като 

предиктивен фактор за избор на лечение. 
Ретроспективно проучване от Датския 
лимфомен регистър върху 245 млади паци-
енти с ДBЕЛ с висок риск, лекувани между 
2004-2012, демонстрира, че лечение с R-
CHOEP дава значимо по-добри резултати 
за преживяемост без прогресия и ОП при 
пациенти с GCB-фенотип в сравнение с па-
циенти с не-GCB-фенотип. Тази зависимост 
не се наблюдава при пациенти, лекувани с 
R-CHOP. Ако резултатите бъдат потвър-
дени и в други проучвания, прилагането на 
R-CHOEP следва да бъде ограничено до паци-
енти с GCB-фенотип.40

От друга страна, определянето на 
клетъчен произход е съществено при оцен-
ка на медикаменти, действието на които 
ангажира различни молекулярни механизми 
при GCB- и ABC-субтипа. BCL6 и EZH2 са 
обещаващи селективни таргети при GCB 
субтип.41,42 Конститутивната активация 
на PI3K/AKT/mTOR пътя при GCB ДВЕЛ с 
делеция на PTEN е предпоставка за тера-
пия с различни инхибитори, които понас-
тоящем се разработват. Свръхекспресия-
та на антиапоптотичния протеин BCL2 
може да се установи както при GCB, така 

Фигура 4. Избор на терапевтични средства в зависимост от подлежащите молекулярни механизми при 
основните субтипове ДВЕЛ.
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и при ABC субтипа, макар и по различни 
механизми. В GCB ДВЕЛ, свръхекспреси-
ята на BCL2 до голяма степен се дължи 
на t(14;18), докато при ABC ДВЕЛ преоб-
ладават други механизми, като транскри-
пция и амплификация.43 Използването на 
BCL2 инхибитори е обещаваща страте-
гия, но вероятно с по-отчетлива полза при 
GCB поради наблюдаваното намаляване на 
BCL2-медиираната екпресия на NF-кВ от 
приложения rituximab при ABC ДВЕЛ, леку-
вани с R-CHOP.44-45

Няколко фаза I/II проучвания демон-
стрират предимства на добавянето на 
bortezomib, lenalidomide и ibrutinib към R-
CHOP избирателно в ABC/не-GCB субтипа 
(NCT00057902, NCT01040871, Nowakowski, 
Leukemia 2011, NCT00849654, NCT01325701 
и др.). 

Роля на MYC и BCL2

Данните показват, че комплексното 
клинично поведение при ДВЕЛ не може да 
бъде обяснено чрез субтипизиране на база-
та на клетъчния произход. Геномните проуч-
вания предоставят масиви от информация 
за значително разнообразие от генетични 
и молекулярни промени при тази малигнена 
болест, а клиничното значение на тези на-
ходки все още не е добре разбрано. Налице е 
обаче сериозен обем данни за неблагоприят-
на прогностична стойност на свръхекспре-
сията на BCL2 и MYC протеините, които 
са добре познати мощни биомаркери в лим-
фомната патология. Нарастващият инте-
рес към тях се определя и от развитието на 
нови терапевтични молекули с потенциална 
клинична приложимост.

Свръхекспресия на MYC протеина, 
дължаща се на повишена регулация, може да 
бъде установена чрез ИХХ при 25-30% от па-
циентите с ДВЕЛ.46 Лимфомите със свръх-
експресия на MYC протеина се характери-
зират със силно активиран BCR сигнален 

път и могат да представляват потенциален 
кандидат за лечение с BCR-инхибитори.47 
Интерес представлява фактът, че небла-
гоприятното прогностично въздействие на 
експресията на MYC протеин се наблюда-
ва само при пациенти, които едновременно 
свръхекспресират и BCL2 протеин. Пациен-
тите със свръхекспресия на двата протеина 
(MYC и BCL2) се определят като двойно-
експресиращи (double expressors) и предста-
вляват ~25% от случаите на ДВЕЛ и имат 
значително по-лош изход от пациентите, 
които експресират само един или нито един 
протеин, с 5-годишна PFS в диапазон от 25% 
след R-CHOP.48,49 Интересното е, че въпреки 
че MYC и BCL2 могат да играят роля както 
при GCB, така и при ABC подтипа, двойната 
експресия е по-честа в ABC подтипа и може 
до голяма степен да допринесе за по-неблаго-
приятния изход.50

В значително по-малка част от па-
циентите с ДВЕЛ (в до 5-15%) може да се 
установи наличието на хромозомни транс-
локации, дерегулиращи MYC гена (8q24), по-
често при GCB подтип.51 Транслокацията, 
но не непременно наличието на допълнител-
но копие на гена, е свързана с много лош кли-
ничен изход.52 Установява се подтип ДВЕЛ, 
който се характеризира с наличие на множе-
ство хромозомни транслокации, най-вече за-
сягащи MYC, BCL2, BCL6 или CCND1 – така 
наречените double-hit или triple-hit лимфоми, 
които се срещат рядко – в до около 5% от 
пациентите. Най-често, в 87% от случаите, 
MYC транслокациите се съчетават с тран-
слокации на BCL2; в 5% – с транслокации на 
BCL6 ген, а в 7% – с транслокации както на 
BCL6, така и на BCL2. Макар да имат обик-
новено GCB фенотип, double-hit или triple-
hit лимфомите се отличават с много лоша 
прогноза, независимо дали са лекувани със 
стандартна или високодозова химиотерапия 
и са подходящи за трансплантация на ство-
лови клетки.53



125

ПРЕДИКТИВНИ ДЕФИНИЦИИ ПРИ ДИФУЗЕН B-ЕДРОКЛЕТЪЧЕН ЛИМФОМ

Заключение

Добавяне на rituximab към CHOP подо-
бри драматично резултатите от лечение-
то на пациенти с ДВЕЛ през последните 
години. Този режим остава и към момента 
стандартен протокол, но с незадоволите-
лен ефект при пациенти с неуспех от стан-
дартното лечение. Оптимизиране на те-
рапевтичния отговор може да се постигне 
единствено чрез отчитане на молекулярна-
та хетерогенност на болестта и прилагане 
на специфично насочени медикаменти и схе-
ми в биологично обособените подгрупи. По 
тези причини ревизираната класификация 
на хемоетичните и лимфоидни неоплазии на 
Световната здравна организация от 2016 из-
исква отграничаване на GCB-срещу ABC/не-
GCB-субтип при всеки ДВЕЛ при поставяне 
на диагноза по възможност с генно-експре-
сионно профилиране; ако GEP-технологията 
не е достъпна, ИХХ се приема за приемлива 
алтернатива като използваният алгоритъм 
следва да бъде конкретно упоменат. В до-
пълнение, към прецизиране клетъчния про-
изход, по-задълбоченото изясняване на гене-
тичната сложност на отделните лимфоми 
ще даде възможност за избор на оптимална 
терапевтична комбинация. Понастоящем 
пациентите с двойно-експресиращи MYC 
и BCL2 лимфоми или с двойни/тройни гене-
тични нарушения представляват подгрупи 
с висок риск, изискващ проучване на алтер-
нативни стратегии. Подобрената прогноза 
с откриване и валидиране на предиктивни 
биомаркери ще бъде от решаващо значение 
за провеждане на индивидуализирана, адап-
тирана към риска, терапия.
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ОБЗОР
В статията се дискутира мястото на позитронно-емисионната томогра-

фия с компютър томография (ПЕТ/КТ) в стадирането на лимфомите, както и 
за ранно определяне на отговора към провежданото лечение. Обсъжда се ролята 
на ПЕТ/КТ като предиктивен маркер за индивидуализиране на лечението с цел 
адаптиране на терапевтичния режим – ескалация или деескалация на терапия-
та според резултатите от изследването. 
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Увод

За разлика от лечението на солидни ту-
мори, при лимфомите има по-специфична те-
рапевтична стратегия, базираща се на сис-
темна терапия/химиотерапия с възможност 
за провеждане и на лъчелечение. Основният 
терапевтичен метод при солидни тумори – 
хирургичният рядко влиза в съображение при 
тези хемопатии. Провежданото лечение е 
свързано с лекарствена и лъчева токсичност 
и предвид сравнително дългата обща прежи-
вяемост при повечето субтипове лимфоми, 
от съществено значение е отчитане и при 
възможност намаляване както на ранната, 
така и на късната токсичност. Докато при 
неходжкиновите лимфоми на преден план е 
идентифицирането на пациенти, при които 
е необходима интензификация на лечението, 
то при лимфома на Hodgkin (ЛХ) се търси 

баланс между постигане на ремисия и нега-
тивните ефекти от провежданото лечение, 
т.е да се отсеят както кандидатите за ин-
тензификация на лечение, така и тези, при 
които то може да не бъде проведено в мак-
симален обем. По тези причини се търсят 
маркери, които рано в хода на системното 
лечение да разграничат пациентите с раз-
лична степен и посока на терапевтичен от-
говор. Като най-силен предиктор на тера-
певтичния отговор, поне при ЛХ и дифузния 
В едроклетъчен лимфом (ДВЕЛ), се утвърди 
ранната образна оценка с позитронно-емиси-
онна томография с компютър томография 
с 18F-FDG или флуородезоксиглюкоза (FDG 
ПET/КТ), най-често след 2 курс системна 
терапия; това позволява диференциране на 
ранен етап на пациентите, които отгова-
рят на провежданото лечение от тези, при 
които няма отговор и в комбинация с прете-
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рапевтичната стратификация на риска дава 
възможност за адаптиране на лечебната 
тактика съобразно отговора (ПЕТ-адапти-
рани стратегии).

FDG ПЕТ/КТ като 

предиктор на терапевтичния 

ефект при ЛХ

Диагнозата на лимфом на Hodgkin (ЛХ) 
или болест на Ходжкин се поставя на база 
на клинично изследване, лабораторни и спе-
цифични хематологични тестове и кост-
номозъчна биопсия; образните методи оба-
че имат решаваща роля при определяне на 
стадий, визуализация на рецидиви, оценка на 
ефект от лечение и определяне на прогно-
за. Ултразвукова, компютър-томографска 
(КТ) и магнитнорезонасна (МРТ) диагно-
стика се прилагат за оценка на обхванати-
те от болестта лимфни възли, както и за 
изобразяване на екстранодалното разпрос-
транение – черен дроб, слезка, костен мо-
зък и бял дроб. Ролята на ПЕТ/КТ е не само 
при определяне на стадий на болестта, но 
и при оценка на виталността на тумора 
чрез количествено измерване на степента 
на натрупване на маркирана глюкоза (18F-
FDG) със стандартизираното отношение 
на натрупване – SUVmax. Интензивност-
та на натрупване на радиомаркера е в пряка 
зависимост от пролиферативната актив-
ност на болестта.1 Напоследък все повече 
се утвърждава ролята на ПЕТ/КТ и като 
предиктивен маркер за индивидуализиране на 
лечението с цел адаптиране на терапевтич-
ния режим според резултатите от изслед-
ването. Така се постига намаляване на ток-
сичността от приложената химиотерапия 
при благоприятен терапевтичен ефект и се 
постига по-добра прогноза при пациенти с 
недостатъчен ефект чрез промяна/интен-
зифициране на лечението.2 При оценка на 
терапевтичния отговор е много важно да се 

определи степента на повлияване по време 
на и след химиотерапия. Необходимо е и ясно 
разграничаване на все още витален тумор 
от посттерапевтична съединителна тъкан 
с оглед определяне на по-нататъшната те-
рапевтична стратегия, особено при пациен-
ти без повлияване, при които е необходимо 
тя да бъде променена за постигане на по-до-
бра прогноза (Фиг.1). 3

Доказателства за 

предиктивни влияния

В препоръките на NCCN и ESMO ме-
тодът е утвърден като стандарт за оценка 
на терапевтичен отговор при ЛХ с висока 
предиктивна и прогностична стойност.4,5 
Основна цел е постигнане на пълно тера-
певтично повлияване и излекуване с отлична 
прогноза. Пациенти без достатъчен тера-
певтичен отговор се подлагат на допълни-
телно по-радикално лечение, при което се 
оптимизира балансът между полза и ток-
сичност.6 Изискването е ПЕТ/КТ да се про-
веде поне 3 седмици след приключване на хи-
миотерапия и 12 седмици след лъчелечение, 
за да се избегне получаване на фалшиво-пози-

Фигура 1. Оценка на терапевтичен отговор при 
пациент с лимфом а) нодално, костномозъчно и 
чернодробно ангажиране – клиничен стадий IV. б) 
iПET – пълен терапевтичен отговор
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тивен или негативен резултат. С междинна 
ПЕТ/КТ се прогнозира ефекта от лечение 
(предиктивна стойност), а с този, проведен 
след приключване на лечението – прогноза-
та на преживяемост без прогресия (ПБП) и 
обща преживяемост (ОП).6

Много съществен момент в ранната 
оценка на терапевтичния отговор са кри-
териите за отговор. Оценката на тера-
певтичния отговор при лимфоми еволюира 
значително през последните години – от на-
чалните препоръки, базирани изцяло на КТ7 
се премина през първично инкорпориране на 
FDG ПЕТ в т.нар. International harmonization 
Project (IHP) критерии8-9, приемащи медиас-
тиналния кръвен пул като референтна ак-
тивност (плюс някои КТ критерии), за да 
се достигне до т.нар Deauville критерии10 
(пет-степенна скала, с референция – черно-
дробната активност, Табл. 1), които бяха 
допълнително въведени и като цялостна 
оценка при лимфоми въобще в т.нар. Lugano 
класификация11, която за момента се приема 
за стандарт в оценката на терапевтичния 
отговор при лимфоми. Следва обаче да се 
вземе предвид, че оценката, макар и опро-
стена, изисква специализирана подготовка 
на разчитащия в областта на лимфомите. 
Полуколичественна оценка по стандартизи-
раното отношение на натрупване (SUV) и 
други показатели, специално при ЛХ, на този 

етап не се препоръчва, въпреки че същест-
вуват софтуерни пакети, подпомагащи ви-
зуалната оценка на база полуколичествена 
оценка. Особен и все още недобре дефиниран 
момент е оценката на терапевтичния от-
говор при пациенти, провеждащи имуноте-
рапия, при които бе предложена частична 
модификация на класическите Lugano кри-
терии.23

Методът на междинна ПЕТ/КТ (iПET) 
е с висока предиктивна и прогностична 
стойности след приключване на първа линия 
химиотерапия, като могат да се предвидят 
както ефекта от лечение, така и продъл-
жителността на ПБП и ОП с чувствител-
ност и специфичност на изследването за 
ранен терапевтичен отговор 79% и 92%, а 
за късен – 84% и 90%.12 Базовото изследване 
преди започване на терапия е полезно за из-
бягване на фалшиво позитивни резултати. 
Висока е негативната предиктивна стой-
ност на междинната ПЕТ/КТ (95%), поради 
което при отрицателен скан не е необходи-
мо да се провежда изследване след завърш-
ване на терапия.13 Намалената метаболит-
на активност в процеса на проследяване е 
добър предиктор за благоприятен терапев-
тичен отговор.14 Пациенти с отрицателен 
скан имат двегодишна ПБП 95%, а тези с 
позитивен скан рецидивират с чувствител-
ност 91%; негативната предиктивна стой-

Deauville score Визуална оценка на РЕТ

1 Без активност

2 Активност ≤ медиастинум

3 Активност ≥ медиастинум ≤ черен дроб

4 Ативност, умерено повишена над чернодробната

5 Активност, силно повишена над чернодробната или нови лезии

X Новопоявила се активност в зони, необичайни за ангажиране от БХ

Таблица 1. Deauville критерии за оценка на ЛХ при предикция на терапевтичния отговор.



134

Павел Бочев, Ирена Костадинова

ност на междинното изследване е 95%, а за 
изследване след приключване на терапията 
е близка до 100%.15 С друго проучване също 
се доказва ролята на междинен скан, прове-
ден след два курса химиотерапия16, за триго-
дишната ПБП (83%): при позитивна ПЕТ/КТ 
преживяемостта без прогресия е 28%, а при 
отрицателна – 95%. Трябва да се има пред-
вид и възможност за фалшиво-позитивен 
резултат поради натрупване на 18F-FDG във 
възпалителни огнища, вкл. и постлъчете-
рапевтични (позитивна предиктивна стой-
ност – 62-94% за междинно изследване и 25-
100% след терапия)17-18; умесно e биопсично 
верифициране на находката. Не е нужно по-
нататъшно проследяване на пациенти със 
стадий I и II и отрицателен резултат от 
ПЕТ/КТ, но е необходимо при проследяване 
на стадий III и IV, независимо от евентуален 
негативен скан при ремисия.

В съществуващите към момента пре-
поръки има обаче известна разлика в при-
ложението и интерпретирането на iПET 
като метод за ранна предикция. Докато по-
следните ревизии на препоръките на NCCN 
фаворизират FDG ПET/КТ като метод на 
първи диагностичен избор, за стадиране и 
оценка на терапевтичния отговор и са поч-
ти изцяло базирани на данните от проучва-
ния с ПЕТ-адаптирани стратегии (промя-
на в терапевтичния план на база междинна 
ПЕТ/КТ оценка в посока ескалация/деескала-
ция или продължаване на терапията в стан-
дартен обем)4, то текущите препоръки на 
ESMO са значително по-консервативни.5 

Последните обаче са официално ревизирани 
през 2014 като повечето рандомизирани и 
големи проспективни проучвания, заложени 
в препоръките на NCCN, са отчетени като 
резултати след 2015 г. В по-нова публика-
ция на ESMO от 2016, касаеща предиктив-
ните маркери при неходжкинови лимфоми, 
се оспорва ролята на iПET като безусловен 
предиктор и методът не се препоръчва за 

модификация на терапевтичните режими.19 
Учудващо е, че двата водещи експертни 
борда формулират крайно противоречащи 
си препоръки, които са базирани на резулта-
ти от приблизително едни и същи клинич-
ни проучвания. Следва да се отбележи, че 
текущите препоръки за междинна оценка 
с iПET и адаптиране на терапевтичната 
стратегия на тази база касаят основно па-
циенти с избор на първа линия химиотера-
пия по протокол ABVD с оценка след втори 
курс ХТ (iПET2). За разлика от оценката 
при провеждане на начално лечение по про-
токол ABVD, при алтернативните протоко-
ли от първа линия, както при начален ЛХ с 
благоприятна прогноза, така и при авансира-
ла болест или начален ЛХ с неблагоприятна 
прогноза, каквито са режимите Stanford V 
и BEACOPP, „ранната оценка “ е всъщност 
оценка на лечение след приключване на ХТ и 
методът се използва за селектор на канди-
дати за лъчелечение и дефиниране на пациен-
тите с рефрактерна болест.20, 21

Напоследък са налице проучвания и за 
бъдещо приложение на нова високочувстви-
телна образна технология (ПЕТ/МРТ)22, 
нови програми (метаболитeн туморен обем 
като алтернативен биомаркер за обективен 
терапевтичен отговор), както и на по-нови 
радиофармацевтици за пролиферативна ак-
тивност на тумора (18F-FLT) с възможност 
за диференциране на туморна тъкан от съ-
пътстващи възпалителни процеси. Пред-
стои обобщение на тези резултати в по-ма-
щабни проучвания.

Предиктивна стойност 

на FDG ПЕТ/КT при 

неходжкинови лимфоми

Докато при ЛХ ролята на FDG ПET/
КТ като предиктор на терапевтичния от-
говор може да се счита за утвърдена, при не-
ходжкиновите лимфоми предикцията на от-
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говора не е така праволинейна и е принципно 
полифакторно зависима. Голям интерес 
представлява приложението на FDG ПET/
КТ при пациенти с ДВЕЛ, който е най-чес-
тият НХЛ при възрастни. Ролята на FDG 
ПET/КТ като прогностичен маркер след 
приключване на лечение (end of treatment/
EOT) e много категорична и негативният 
скан гарантира значително по-висока пре-
живяемост и по-дълга ПБП. За разлика от 
прогностичната роля на метода като EОТ 
ПET/КТ, предиктивната му стойност като 
маркер за ранна преценка на терапевтичния 
отговор (iПET) е дискутабилна и въпреки 
по-добрите корелации с ПБП и ОП, на този 
етап модификации на системното лечение 
на база iПET не се препоръчват.23 Основен 
недостатък в случая е подценяването на 
постигнатия терапевтичен отговор. Ме-
тодът обаче може да се използва надеждно 
като междинна оценка и като селектор за 
провеждане на лъчелечение, както и за дефи-
ниране на рефрактерна болест.

Още по-несигурна изглежда ранната 
предикция при другите типове НХЛ. Спе-
цификите на отделните субтипове обикно-
вено позиционират изследването след при-
ключване на предвидения обем ХТ, но вече 
не като предиктивен, а като прогностичен 
маркер. Оценката на терапевтичен отго-
вор при неходжкинови лимфоми се извърш-
ва по Lugano критерийте, които включват 
и оценка чрез КТ с контраст в случаите 
на лимфоми с ниска начална утилизация на 
FDG. Следва обаче да се подчертае, че при 
FDG позитивни лимфоми приоритетна е 
метаболитната оценка. Тъй като при по-
вечето НХЛ, извън ДВЕЛ, утилизацията на 
FDG e вариабилна и най-общо непредвидима, 
оценка на терапевтичен отговор следва да 
се прави само при пациенти, начално стади-
рани с FDG ПЕТ/КТ и при които се отчита 
натрупване на радиофармацевтика.

Заключение

Към момента FDG ПЕТ/КТ при ЛХ и 
донякъде при ДВЕЛ се приема за най-мощни-
ят предиктор на терапевтичния отговор 
към системна химиотерапия. Резултати-
те от ранната оценка (iПET) корелират в 
много голяма степен с изхода от лечението, 
времето до прогресия и преживяемостта. 
Вземането на решения за промяна в тера-
певтичната стратегия само на база резул-
тат от ранната междинна оценка обаче е 
все още дискутабилно и нееднозначно тъл-
кувано от различните експертни бордове. В 
този смисъл, приложението на т.нар ПЕТ-
адаптирани стратегии (модификация на ле-
чението на база iПET) следва да се извърш-
ва внимателно и след цялостна преценка на 
конкретния клиничен сценарий.
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ОБЗОР
CD20 е повърхностен антиген, който се експресира в определени стадии на 

диференциация на В-клетките, както и в значителна част от В-клетъчните 
неоплазии, което го прави подходящ таргет за терапевтично приложение на спе-
цифично насочени антитела. Анти-CD20 моноклоналните антитела се доказаха 
като ефективна стратегия за лечение на хематологични злокачествени боле-
сти като неходжкинови лимфоми и хронична лимфоцитна левкемия. Първона-
чалният успех с rituximab насърчи създаването и развитието на нови поколения 
антитела с повишен афинитет или подобрени антитуморни свойства. Имуно-
фенотипното изследване е задължителен компонент от диагностичния процес 
на лимфоидните неоплазии и установяването на CD20 е основна предпоставка 
за включване на анти-CD20-моноклонално антитяло към химиотерапевтич-
ния режим. Успешното прилагане на CD20 насочените терапевтици се основава 
както на теоретичните познания за имунологичните и молекулярни аспекти 
на механизма им на действие, така и на внимателна интерпретация на резул-
татите от изследване на маркера към момента на диагнозата и при рецидиви. 
Експресията може да варира както между различните В-клетъчни неоплазии, 
така и между отделни субтипове или пациенти, както и да бъде модулирана в 
хода на болестта и нейното лечение по различни механизми и това да повлияе на 
ефективността на лечението с антитела.

CD20-МОДЕЛИРАНЕ НА НАЧАЛНА И СЛЕДРЕЦИДИВ-

НА ТЕРАПИЯ ПРИ ЛИМФОИДНИ НЕОПЛАЗИИ

проф. д-р Маргарита Генова, дм

СБАЛХЗ, София

Увод

CD20 е тетра-трансмембарен гликоли-
зиран фосфопротеин и представлява първи-
ят антиген, идентифициран в В-клетъчната 
линия на диференциация. По правило CD20 
е силно експресиран от В-клетъчни лимфо-
цити през тяхното развитие, но отсъства 
върху хемопоетични стволови клетки, ранни 
про-В-клетки и плазмоцити (Фиг. 1).1

Структура на CD20

CD20 протеинът преминава през кле-
тъчната мембрана, като има 4 обособени 
мембранни области, амино и карбокси кра-
ищата се намират вътреклетъчно в ци-
топлазмата (Фиг. 2), като се оформяр една 
малка и една голяма екстрацелуларна примка 
(Фиг. 2).2 Тази конфигурация предполага ста-
билно закрепване за мембраната и предпаз-



140

Маргарита Генова

Фигура 1. В-клетъчно развитие и фенотип.

Фигура 2. Структура на CD20.
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ва от отделянето на антигена в нормални 
условия. Циркулиращи, т.нар. „разтворими 
форми“, на CD20 са открити в серума на па-
циенти с високобройна хронична лимфоцит-
на левкемия.3 CD20 може да бъде намерен в 
комплекс с други молекули, като MHC клас 
I и клас II, CD53, CD81, CD82, CD40, р75/80 
(Cbp) и вероятно BCR, много от които са 
включени в липидните рафтове и зависят 
от тях за предаването на сигнали. 4–7 Нали-
це е значителна степен на епитопно раз-
нообразие на CD 20, което може да обясни 
разнообразието от биохимични и биологич-
ни ефекти, настъпващи про свързване с раз-
лични анти-CD20 моноклонални антитела, 
наблюдавани in vitro. Най-общо се приема, 
че извънклетъчната част на протеина носи 
две групи от епитопи, едната от които се 
разпознава от по-голямата част от анти-
CD20 моноклоналните антитела (в т.ч. В1, 
2Н7, rituximab), свързването на които инду-
цира инхибиторни ефекти върху пролифе-
рацията на В-клетките. Другата, разпоз-
ната от 1F5 моноклоналното антитяло, се 
свързва с процеси на стимулиране.4,8

Генно кодиране и регулация

CD20 се кодира се MS4A1-ген, раз-
положен на 11q12 хромозома.9 Промото-
рът на гена съдържа потенциални места 
за няколко транскрипторни фактора като 
Oct-1 и Oct-2, свързани с интерфероновата 
регулация. Налице са данни, че някои цито-
кини като interferon-α (IFN-α), granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF), interleukin-4 (IL-4) и tumor necrosis 
factor-α (TNF-α) могат да доведат до пови-
шаване на експресията на CD20 върху лим-
фомни клетки in vitro, а вероятно и in vivo, 
без да е ясен механизмът на този ефект.10 

Функции на CD20

Независимо от значимия напредък в 
изследванията и познанието, биологичните 

функции на CD20 са до голяма степен неи-
зяснени. Смята се, че играе роля в диферен-
циацията, съзряването и активирането на 
В-клетките. Протеинът няма познат ес-
тествен лиганд и функциите му са свърза-
ни с осигуряване на оптимален В-клетъчен 
имунен отговор срещу Т-независими анти-
гени. При свързване с анти-CD20-антитяло, 
молекулата CD20 остава върху мембраната 
на В-клетките без дисоциация или интерна-
лизация, т.е.без да се отделя от клетъчна-
та повъхност, нито навлиза изцяло вътре-
клетъчно. Предполага се, че играе роля на 
калциев канал в клетъчната мембрана. Мо-
лекулата може да инициира вътреклетъч-
ни сигнали, активирайки каскада на фосфо-
рилиране на вътреклетъчни протеини чрез 
свързване към тирозинкинази от Src-семей-
ството, като например Lyn, Fyn и Lck.11Има 
данни за ролята на CD20 при взаимодействи-
ето на В-клетките с микросредата. Експре-
сията му се регулира от хемокинови сигнали 
чрез оста CXCR4/SDF1 и може да бъде нару-
шена от медикаменти, които се намесват 
във взаимодействия с микросредата.12

Имунофенотипно доказване 

на CD20

Доказването на CD20 чрез имунофено-
типни методи е задължителен компонент 
от диагностичния процес при лимфоидни 
неоплазии. В практиката се използват раз-
лични подходи: основно имунохистохимично 
изследване върху биопсични материали, фло-
уцитометрия в клетъчни суспензии (в т.ч. 
периферна кръв и костномозъчен аспират). 

Имунофенотипизацията чрез флоу-
цитометрия е основен компонент в диаг-
ностичния процес на лимфоидни неоплазии 
с левкемизация. Флоуцитометрията поз-
волява идентициране на мембранни епито-
пи на CD20 и полуколичествено определяне 
на нивата на експресия на антигена в про-
би от свеж клиничен материал (най-често 
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периферна кръв) и дефиниране на прагови 
стойности на средна флуоресцентна ин-
тензивност (MFI), брой молекули на еквива-
лентен разтворим флуорохром (MESF) или 
количество на свързано антитяло/клетка 
(ABC), които да дискриминират групи па-
циенти със значими различия в клиничния 
изход и терапевтичен отговор.13,14,15,16 Към 
момента са необходими допълнителни про-
учвания за клинична приложимост на коли-
чествените подходи. Според някои автори 
флоуцитометрията като цяло е по-чувст-
вителна при идентифициране на CD20, но 
методът има сериозни недостатъци при 
тъканно представените лимфоми, при кои-
то няма левкемична изява, като напр. дифу-
зен В-едроклетъчен лимфом – изисква свеж 
материал, какъвто рядко е на разположение 
към момента на диагноза, необходимо е спе-
циализирано оборудване и е със значимо по-
висока цена.

Имунохистохимичното (ИХХ) изслед-
ване на имунофенотипа, включително и на 
CD20, е задължителен компонент в диаг-

ностичния процес на лимфомите. Мето-
дът е широко достъпен, относително ев-
тин, позволява маркиране на архивни проби. 
Най-често се използва клон L26 на CD20-
моноклонално антитяло, който разпозна-
ва интрацелуларен епитоп и се отличава 
с висока специфичност при изследване на 
биопсични материали, фиксирани във фор-
малин и включени в парафин. Mason, et al. 
препоръчват в резултата от изследването 
да бъде отбелязвано “CD20-положителен”, 
независимо от интензитета, поради отно-
сително ниска разделителна способност на 
имунохистохимията.17 Прилагането на ди-
гитализирано заснемане на ИХХ препарати 
и софтуерна обработка дава възможност за 
полуколичествена оценка на интензитета.18

Възможно е експресията на маркера да 
бъде оценена на ниво РНК чрез прилагане на 
полимеразно-верижна реакция след обратна 
транскрипция (RT-PCR), но методът няма 
практическо приложение. Проведените до 
момента изследвания показват, че нивата 
на CD20 mRNA, определени с полимеразна 

Фигура 3. (А) Флоуцитометрично изследване на CD20 (зелено – нормални В-лимфоцити; синьо – клетки 
с фенотип на хронична лимфоцитна левкемия и ниска експресия на CD20; лилавo – клетки с фенотип 
на трихолевкемия с висока експресия на CD20; червено – CD20-отрицателни Т-лимфоцити); (Б) 
Имунохистохимично маркиране на нодуларен инфилтрат на CD20-положителен лимфом в костен мозък.

A. Б. 
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верижна реакция в реално време (Q-RT-PCR), 
са нормални или близки до нормалните и не 
корелират добре с експресия на белтъчно 
ниво, вероятно поради посттранскрипцио-
нен дефект при ХЛЛ.19

Експресия на CD20 при 

лимфоидни неоплазии

Експресия на CD20 се установява в ши-
рок спектър от лимфоидни неоплазии. Поч-
ти всички В-клетъчни лимфоми са CD20-по-
ложителни, но експресията може да варира 
както между различните В-клетъчни неоп-
лазии, така и между отделни субтипове или 
пациенти.20

CD20 при В-клетъчна 

хронична лимфоцитна 

левкемия (ХЛЛ)/ 

дребноклетъчен лимфоцитен 

лимфом (ДЛЛ)
Като цяло, ХЛЛ се характеризира със 

значимо по-ниски нива на експресия на CD20 
в сравнение с дифузен В-едроклетъчен лим-
фом, фоликуларен лимфом и други В-клетъч-
ни лимфоми21, но нивата на експресия са хе-
терогенни при различни пациенти.22 Налице 
са данни, че при ХЛЛ клетките, които не-
посредствено са напуснали микросредата на 
лимфни възли и са нахлули в периферна кръв 
(CXCR4dim CD5bright), имат по-високи нива 
на CD20 в сравнение с клетки, циркулиращи 
в кръвта от по-дълго време (CXCR4 bright 
CD5dim). Установено е, че CD20 се регулира 
директно от CXCR4-лиганд – стволово-кле-
тъчен фактор 1 (SDF-lα, CXCL12), продуци-
ран от стромални клетки.12,23В допълнение, 
нивата на CD20-експресия при ХЛЛ коре-
лират с цитогенетиката, като случаите с 
тризомия 12 се характеризират с по-висо-
ки нива и с по-добър терапевтичен отговор 
към rituximab.24 Oт друга страна, NOTCH1-
мутации са свързани с ниски нива на CD20 
при ХЛЛ и са отговорни за дерегулацията на 
хистон-деацетилаза (HDAC)-медиирана епи-
генетична репресия на експресията на CD20, 
което е един от възможните механизми за 
по-ниска чувствителност към имунохимио-
терапия на пациенти с NOTCH1-мутации.25

CD20 при дифузен 

В-едроклетъчен лимфом 

(ДВЕЛ)

По правило дифузните В-едроклетъч-
ни лимфоми са положителни за CD20, като 
нивата на CD20-експресията могат да вари-
рат в широк диапазон при различни пациен-
ти. Клиничните резултати са достоверно 

Фигура 4. Експресия на CD20 при В-клетъчни 
лимфоми (Превод: MESF (molecules of soluble 
fluorochrome) – брой молекули на разтворим 
флурохром, CLL (chronic lymphocytic leukemia) – 
хронична лимфоцитна левкемия, DLBCL (diffuse large 
B-cell lymphoma) – дифузен В-едроклетъчен лимфом, 
FL (follicular lymphoma) – фоликуларен лимфом, 
MCL (mantle cell lymphoma) – мантелноклетъчен 
лимфом, MZL (marginal zone lymphoma) – маргинално-
зонов лимфом, NOSB-cell (В-клетъчен лимфом, 
некласифициран). От Prevodnik VK et al, 2011.21



144

Маргарита Генова

по-лоши при ниска интензивност на маркира-
не на CD20, независимо от метода – имуно-
хистохимия или флоуцитометрия.16, 18 Нали-
це са данни за ниска експресия на CD20 при 
т.нар. „double-hit“ лимфоми, отличаващи се с 
агресивен клиничен ход и лоши терапевтич-
ни резултати.26 Съществуват съобщения за 
ДBЕЛ, които показват специфичeн CD20-по-
ложителен фенотип чрез имунохистохимия, 
но са отрицателни при флоуцитометрич-
но изследване (IHC+/FCM-) и се отличават 
с почти десет пъти по-ниска експресия на 
CD20-информационна РНК в сравнение с 
CD20 IHC+/FCM+ контролни клетки. Данни-
те за прогнозата при тази категория пациен-
ти остават противоречиви.16,27

CD20-отрицателните лимфоми със-
тавляват около 1-2%. Като цяло, CD20-от-
рицателните ДBЕЛ показват тенденция за 
ектранодално засягане, агресивен клиничен 
ход, резистентност към конвенционална 
химиотерапия и неблагоприятна прогноза. 
Използване на анти-CD20-моноклонални ан-
титела не би било от полза в тези случаи. 
Най-честите CD20-отрицателни варианти 
включват плазмобластен лимфом, първичен 
ефузионен лимфом, дифузен В-едроклетъ-
чен лимфом на базата Human herpes virus 8 
(HHV-8)-асоциирана мултицентрична бо-
лест на Castleman, анапластен ALK-положи-
телен ДBЕЛ. Повечето от наличните данни 
за CD20-отрицателни ДBЕЛ се състоят от 
клинични случаи и малки ретроспективни 
серии, което не позволява формулиране на 
стандарти за поведение.28

Анти-CD20 антитела в 

лечението на В-клетъчни 

неоплазии

През последните години са разрабо-
тени и одобрени за лечение моноклонални 
антитела, насочени срещу CD20 антигена. 
Очакваната висока ефективност при до-

бър профил на безопасност се определят 
от неговите характеристики. Стволовите 
клетки остават незасегнати поради липса 
на CD20 експресия и осигуряват възстано-
вяване на В-клетъчните популации. Анало-
гично, плазмоцитите поддържат нивата 
на имуноглобулините. Липсата на антигена 
върху други нормални тъкани ограничава 
спектъра на токсичност, а липсата на раз-
творими форми в циркулацията осигурява 
оптимални нива на антителата и тяхното 
действие.

Смята се, че след свързване с CD20-
позитивни клетки, анти-CD20 антитела-
та предизвикват най-малко три различни 
ефекторни процеса: програмирана клетъч-
на смърт (апоптоза), антитяло-зависима 
клетъчна цитотоксичност (ADCC) или фа-
гоцитоза- (ADCP) и комплемент-зависима 
цитотоксичност (CDC). Свързването на 
анти-СD20-моноклоналните антитела ин-
дуцира спиране на клетъчния цикъл, блок в 
диференциация или В-клетъчна активация 
чрез фосфорилиране на CD20, локализация на 
липидните рафтове и индуциране на вътре-
клетъчен инфлукс на калций в зависимост 
от използваното антитяло. В зависимост 
от начина на свързване и основния механи-
зъм на елиминиране на CD20-положителни-
те клетки, моноклоналните антитела се 
категоризират в два типа – тип I и тип II.

Първото химерно анти-CD20 моно-
клонално антитяло, одобрено за лечение 
на В-клетъчни злокачествени болести, е 
rituximab, който унищожава B-лимфоидни 
неоплазии чрез комплемент-зависима ци-
тотоксичност (CDC) и антитяло-зави-
сима клетъчна цитотоксичност (ADCC).
Следващи поколения анти-CD20 антитела 
(ofatumumab, ublituximab, obinutuzumab, 
ocaratuzumab) демонстрират значимо по-
висока степен на медиирана от макрофаги 
антитяло-зависима фагоцитоза (ADP), как-
то и директно подтискане на клетъчния 
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растеж и индуциране на апоптоза или т.нар.  
директна клетъчна смърт (DCD).29

Анти-CD20 моноклонални 

антитела в лечението на 

В-клетъчните лимфоидни 

неоплазии

Въвеждането на анти-CD20 монокло-
налните антитела коренно промени пейза-

жа на терапията за B-клетъчни лимфоидни 
неоплазии и значими ползи се наблюдават 
както при индолентни, така и при агресивни 
типове. Табл. 2 представя резултатите от 
някои основни клинични проучвания.

Дифузният В-едроклетъчен лим-
фом (ДВЕЛ) е най-разпространеният нехо-
джкинов лимфом. Добавянето на rituximab 
(R) към cyclophosphamide, doxorubicine, 
vincristine, prednisone (CHOP) води до зна-

тип I анти-CD20 антитела

rituximab, ocrelizumab (2H7), ofatumumab (2F2),
veltuzumab (hA20), ocaratuzumab (AMe-133), 
ublituximab (TG-1101)

тип II анти-CD20 антитела

obinutuzumab(GA101), tositumomab (B1) 

Свързват се с клас I епитоп Свързват се с клас II епитоп

Локализират CD20 в липидните рафтове Не локализират CD20 в липидните рафтове

Висока комплемент-зависима цитотоксичност Ниска комплемент-зависима цитотоксичност

Антитяло-зависима клетъчна цитотоксичност Антитяло-зависима клетъчна цитотоксичност

Пълен капацитет на свързване Частичен капацитет на свързване

Слаба хомотипна агрегация Хомотипна агрегация

Индуциране на клетъчна смърт Силно индуциране на клетъчна смърт

Таблица 1. Характеристика на тип I и тип II анти-CD20 антитела.

Фигура 5. Технологично развитие на производството на анти-CD20 антитела.
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чително подобряване на терапевтичните 
резултати при пациенти с ДBЕЛ и схемата 
R-CHOP се превръща в “златен” стандарт 
за лечение.37 Установяват се статистиче-
ски значими ползи за общата преживяемост 
както при по-възрастни, високорискови па-
циенти, така и при по-млади пациенти с 
по-нисък клиничен риск. В последствие са 
разработени второ и трето поколение ан-
титела (obinutuzumab, ibritumomab tiuxetan, 
tositumomab, оfatumumab, veltuzumab), за кои-
то са в ход клинични проучвания при паци-
енти с ДВЕЛ (NCT00517530, NCT00440583, 
NCT00110071, NCT01481272, NCT01101581).

Имунофенотипното изследване на 
CD20 е задължителен компонент от диаг-
ностичния процес на ДBЕЛ. Установяване-
то му е основна предпоставка за включване 
на анти-CD20-моноклонално антитяло към 
химиотерапевтичния режим, което досто-
верно подобрява терапевтичния отговор 
с по-дълга преживяемост без прогресия и 
обща преживяемост без допълнителна ток-
сичност.38 Оценката на степента на екс-
пресия чрез интензитет на имуномаркира-
не предоставя допълнителна предиктивна 
информация, но следва да се интерпретира 
с внимание на база на стандартизирани фло-

Тип лимфом Проучване Схема на лечение Пълен отговор Обща преживяемост

Дифузен В-
едроклетъ-
чен лимфом

LNH98-530 CHOP vs 
R-CHOP

CHOP: 63%
R-CHOP: 76%

CHOP: 45% 5-год.
R-CHOP: 58% 5-год.

NCT0006411631 CHOP/CHOEP vs 
R–CHO/R-CHOEP

CHOP/CHOEP: 68%
R-CHOR-CHOEP: 86%

CHOP/CHOEP: 84% 3-год.
R-CHOP/R-CHOEP: 93% 
3-год.

RICOVER-6032 CHOP-14 vs 
R-CHOP-14

CHOP-14: 68%
R-CHOP-14: 78%

CHOP-14: 67.7% 3-год.
R-CHOP-14: 78.1% 3-год.

Фоликуларен 
лимфом

GLSG-200433 FCM vs R-FCM FCM: 13%
R-FCM: 33%

FCM: 70% 2-год.
R-FCM: 90% 2-год.

GLSG-200534 CHOP vs 
R-CHOP

CHOP: 17%
R-CHOP: 20%

CHOP: 90% 2-год.
R-CHOP: 96% 2-год.

Marcus R et al35 CVP vs
R-CVP

CVP: 10%
R-CVP: 41%

CVP: 77% 4-год.
R-CVP: 83% 4-год.

Мантелно-
клетъчен

GLSG-200536 CHOP vs 
R-CHOP

CHOP: 7%
R-CHOP: 34%

CHOP: 84% 18 мес.
R-CHOP: 82% 18 мес.

Tаблица 2. Основни клинични проучвания с използване на анти-CD20 антитела при лечението на пациенти с 
В-клетъчни лимфоми.

Съкращения: CHOEP – cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, etoposide, prednisone; CHOP – 
cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, prednisone; CVP – cyclophosphamide, vincristine, prednisone; R – 
rituximab; FC – fludarabine, cyclophosphamide; FCM - fludarabine, cyclophosphamide, mitoxantrone.



147

CD20-МОДЕЛИРАНЕ НА НАЧАЛНА И СЛЕДРЕЦИДИВНА ТЕРАПИЯ...

уцитометрични подходи или чрез използване 
на стандартизирана ИХХ с автоматизира-
ни системи, дигитализирана микроскопия и 
софтуерен анализ на образи за полуколичест-
вена оценка.

Идентифицирането на CD20-отрица-
телни ДBЕЛ, при които прилагането на ан-
ти-CD20 антитела е безполезно, както при 
първоначална диагноза, така и при рецидив 
изисква внимателна интерпретация и оцен-
ка на качеството на имуномаркиране. За 
потвърждаване на В-клетъчна линия на ди-
ференциация се използват други В-клетъчни 
маркери, вкл. PAX-5, CD79a и CD22. Използ-
ването на вътрешни и/или външни контроли 
е задължително. Към момента няма уста-
новени стандарти за лечение на тази група 
пациенти. Новите средства, насочени към 
В-клетъчни сигнални пътища, например, ин-
хибитори на Bruton тирозин-киназа (BTK) 
и фосфоинозитол-3 киназа (PI3K), имат по-
тенциал за ефективна терапия. От друга 
страна, PD-1-антитела и Bcl-2-инхибитори 
също могат да бъдат терапевтични опции, 
които следва да бъдат проучени. 

Хроничната лимфоцитна левкемия 
(ХЛЛ), от своя страна, има дълга естестве-
на история и на практика е най-разпростра-
нената злокачествена В-клетъчна болест 
по показателя болестност. Въпреки ниска-
та експресия на CD20 при ХЛЛ добавянето 
на rituximab към стандартната химиотера-
пия. rituximab fludarabine/cyclophosphamide 
(R-FC) води до значително подобряване на 
терапевтичните резултати и постигане 
на клинично значимо удължаване на пре-
живяемост без прогресия и схемата R-FC 
се превръща в “златен” стандарт за лече-
ниепри пациенти с ХЛЛ.39,40 В допълнение, 
R-FC индуцира по-често ремисии с отри-
цателна минимална резидуална болест под 
10-4 в костния мозък. Впоследствие са раз-
работени и проучени второ и трето покле-
ние антитела, в това число obinutuzumab 
и оfatumumab, които са одобрени за лече-
ние на пациенти с ХЛЛ.41,42 Понастоящем, 
за veltuzumab, ocaratuzumab, ublituximab и 
HuMax-CD20 текат клинични проучвания 
при ХЛЛ (NCT00546793, NCT00003874, 
NCT02301156 и NCT00093314).

Проучване
Средна 

възраст
Брой пациенти ОRR CR PFS OS

NCT0028191839 59.5 год. 810 FCR: 90%
FC: 80%

FCR: 44%
FC: 22%

FCR: 52 мес. 
FC: 33 мес.

FCR: 87% 
FC: 33%

NCT0101006141 73 год. 356 Оb-C: 73.3%
Chl: 31.3%

Оb-C: 17.2%
Chl: 0%

Оb-C: 31мес.
Chl: 11мес.

Оb-C: NR
Chl: 58.5 мес.

NCT0074818942 69 год. 447 Оf-C: 82.3%
Chl: 68.6%

Оf-C: 12.2%
Chl: 1.33%

Оf-C: 22.4 мес.
Chl: 13.1 мес.

Оf-C: NR
Chl: NR

Таблица 3. Основни клинични проучвания с използване на анти-CD20 антитела при лечението на нелекувани 
пациенти с хронична лимфоцитна левкемия.

Съкращения: FCR – fludarabine, cyclophosphamide, rituximab, FC - fludarabine, cyclophosphamide; Оb-C – 
obinutuzumab, chlorambucil; Chl – chlorambucil; Chl – chlorambucil; Of-C – ofatumumab, chlorambucil; ORR – 
overall response rate; CR – complete response; PFS – progression free survival; OS – overall survival
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В тази връзка, имунофенотипното из-
следване с включване на CD20 е задължите-
лен компонент от диагностичния процес на 
ХЛЛ. Установяването на CD20 е основна 
предпоставка за включване на анти-CD20-
моноклонално антитяло към химиотерапев-
тичния режим. Оценката на степента на 
експресия чрез определяне на интензитета 
на имуномаркиране предоставя допълнител-
на предиктивна информация, но следва да 
се интерпретира с внимание и на базата на 
стандартизирани флоуцитометрични под-
ходи.

Промени в експресията в 

хода на болестта и нейното 

лечение

Експресията на CD20 може да бъде 
модулирана в хода на болестта и нейното 
лечение по различни механизми и това да 
повлияе на ефективността на лечението с 
антитела. Познат е феноменът на тран-
зиторно подтискане на CD20-експресия 
след лечение с rituximab43и дори загуба върху 
левкемични клетки в до около 50% от слу-
чаите с хронична лимфоцитна левкемия и 
37-60% от пациентите с ДВЕЛ.44,45 Вероят-
ни механизми на загуба на CD20 след лече-
ние включват: епигенетично потискане на 
експресията на MS4A1-гена, интернализа-
ция на CD20-молекулата след прилагане на 
rituximab46, селекция на CD20-отрицателен 
клон и/или трогоцитоза (така нареченото 
“окосяване”) от клетъчната повърхност 
на комплекса CD20/rituximab посредством 
FcγR от моноцити/макрофаги, за която се 
смята, че настъпва по-бързо и има по-съ-
ществено значение.47 Налице са данни за 
медиираща роля на неутрофилите в про-
цеса на трогоцитоза, която се индуцира в 
значително по-голяма степен от rituximab 
в сравнение с obinutuzumab48.Съществуват 
данни за намалена експресия на антигена и 

след прилагане на други медикаменти, напр. 
ibrutinib, в резултат на инхибиране на фак-
тори, свързани с NFκB и критични за експре-
сия на CD20; lenalidomide, който може да до-
веде до интернализиране на молекулата.49В 
допълнение, bortezomib, в резултат на което 
настъпва протеинова деградация; CXCR4-
инхибиторът plerixafor блокират SDF-1α-
медиираната CD20-ъпрегулация.23 Описа-
ни са мутации в MS4A1 и NOTCH1 гените, 
които са свързани с намалена експресия 
или конформационни промени, обуславящи 
резистентност към терапията с анти-
CD20-антитела. В същото време същест-
вуват възможности за възстановяване на 
експресията на CD20 чрез HDAC-инхибито-
ри (trichostatin, valproic acid, rhomidepsine), 
деметилиращи агенти (DNMT-инхибито-
рите аzacitidine, decitabine) и други медика-
менти (инхибитори на фарнезил-трансфе-
раза– L-744, 832 или на TGFβ – LY364947) 
главно чрез освобождаване на репресията на 
MS4A1-гена.50

Заключение

CD20-антигенът е силно експресиран 
от В-клетъчни лимфоцити почти на всички 
етапи от тяхното развитие, както и върху 
почти всички В-клетъчни левкемии и лимфо-
ми, като представлява подходяща мишена за 
прилагане на високоспецифична имунотера-
пия. Анти-CD20 моноклоналните антитела 
са високо ефективни при В-клетъчните не-
оплазии, трайно преобразили терапевтич-
ния им пейзаж. Първоначално изследвани при 
пациенти с рецидиви и рефрактерност, те 
се превърнаха в неразделна част от първо-
началната терапия. Имунохимиотерапията 
понастоящем е стандарт за грижа във всич-
ки индукционни схеми за по-голямата част 
от злокачествените болести на В-клетки-
те и са неотменна част в ръководства и 
препоръки за клинична практика. Устано-
вяването на CD20 е основна предпоставка 
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за включване на анти-CD20-моноклонално 
антитяло към съответния химиотерапев-
тичния режим. В тази връзка, имунофено-
типното изследване с включване на CD20, 
е задължителен компонент от диагностич-
ния процес на лимфомите.
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ОБЗОР
Плоскоклетъчният карцином на устна кухина е агресивна болест. Откри-

ването на фактори, предсказващи повишен риск за рецидив или метастазиране, 
както и на предиктори на терапевтичния отговор, е от основно значение за из-
бора на обем на лечение на първичния тумор. Прогнозата при умерено аванси-
ралите и авансирали лезии е подчертано лоша с тенденция към локорегионално 
разпространение. В клиничната практика основен проблем се явява поведението 
към шията при ранните лезии. Високата честота на окултни метастази при 
cT1, както и по-лошата прогноза при клинично проявени метастази често по-
ставят въпроса за откриване на високорисковите случаи с цел провеждане на 
по-агресивно първоначално лечение. През изминалите десетилетия са направени 
изключителни усилия за намиране на хистопатологични и молекулярни прогнос-
тични маркери, както и на предиктори на отговор към терапевтични интервен-
ции. В настоящата статия са разгледани фактори с общоприета прогностична 
стойност, отнасящи се до първичния тумор и шийните метастази. Статия-
та акцентира върху значението на партньорството между хирурга и патолога, 
както и за необходимостта от стандартизиране на изследваните фактори.

ПРОГНОСТИЧНИ И ПРЕДИКТИВНИ ФАКТОРИ ПРИ 

ОРАЛЕН КАРЦИНОМ

доц. д-р Павел Станимиров, дм

УМБАЛ Александровска, София

Увод 

Съвременното лечение на карциноми-
те на глава и шия все повече изисква прециз-
но определяне на вид и обем на лечение, как-
то и прогнозиране на очаквания резултат. 
Прогностичните фактори се разглеждат 
като: (i) отнасящи се до първичния тумор; 
ii) отнасящи се до шийните лимфни метас-
тази и (iii) отнасящи се до пациента (демо-
графски фактори и общо състояние). В до-
пълнение към клиничните и патологичните 
фактори, настоящите интереси са фоку-

сирани върху откриването на молекулярни 
фактори, които да предсказват клиничния 
изход от болестта или да бъдат използвани 
като предиктори за отговор към терапев-
тични интервенции. Тези молекулярни мар-
кери не само предоставят прогностична 
информация, но също служат като таргети 
за съвременната фармакотерапия, проти-
водействаща на клетъчната пролиферация 
чрез намесване в специфични клетъчни про-
цеси. Молекулярните фактори, които оказ-
ват влияние върху туморното поведение, се 
включват в няколко широки категории като 
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протоонкогени, тумор супресорни гени, рас-
тежни фактори, имунно-свързани фактори, 
загубата на хетерозиготност на различни 
генетични локуси, параметри, свързани с 
кинетиката на in vivo туморния растеж. 
Предсказващата прогностична стойност 
на молекулярните и биологични маркери е 
противоречива. Различията в методиките, 
високата цена, малките групи пациенти са 
причина за ниската прогностична стойност 
на молекулярните и биологични маркери.1

В момента няма ясни индикатори за 
прогностичната стойност на молекулярните 
маркери. Независимо от големия брой доклади, 
те се разглеждат като научни изследвания, а 
не като рутинни прогностични инструмен-
ти.1 Единствено биомаркери/индикатори, кои-
то са сигнификантно свързани с изхода след 
регресионен анализ, имат потенциал за използ-
ване в клиничната практика.2

Прогностични фактори при 

карциноми на глава и шия

Когато се обсъждат прогностични 
фактори при карциноми на глава и шия, се 
вземат под внимание няколко специфични 
изхода, свързани с онкологичнатаболест. 
Освен преживяемостта без болест (обща 
и специфична), тук се отнасят локалните, 
регионалните идалечните рецидиви. Факто-
рите, специфично свързани с локалните ре-
цидиви, могат да окажат влияние при избор 
на широчина на резекционна линия, както 
и върху силата на лъчевата доза и промя-
на на фракционирането при провеждане на 
лъчелечение (ЛЛ). Факторите, специфично 
свързани с регионалните рецидиви, могат да 
окажат влияние върху избора дали да се про-
веде елективна шийна дисекция, респ. про-
филактична ЛЛ при cN0, както и върху вида 
на шийна дисекция при пациенти с шийни 
метастази. Факторите, предсказващи раз-
витието на далечни метастази, могат да 
определят нужда от по-агресивно лечение.3

Лечението на плоскоклетъчния карци-
ном на устната кухина (ПККУК) е базира-
но на стадирането според систематаTNM. 
TNM-класификацията се основава на предпо-
ложението, че „малките” тумори имат по-
добра прогноза от „големите”. Независимо от 
това е известно, че туморите в една и съща 
Т-категория имат различно биологично пове-
дение и стадиятпо TNM не винаги е надежден 
прогностичен фактор.4Невъзможността за 
предсказване на биологичното поведение при 
ранните Т1 лезии от десетилетия поста-
вя въпроса за поведението към шията при 
cT1N0 пациентите. Откриването на пре-
диктори за окултни метастази ще отговори 
на въпроса при кои пациенти в Т1 ще се про-
веде елективна шийна дисекция (респ. Елек-
тивно ЛЛ) и кои ще бъдат оставени само на 
наблюдение. Проблемът с високата често-
та (≤ 20%)5 на окултни метастази при cT1 
орален карцином, както и негативното про-
гностично значение на клинично проявените 
метастази6,доведе до промяна в 8-ма реви-
зия на TNM (AJCC Cancer Staging Manual, 8th 

Edition) за карцинома на устна кухина: за Т1-3 
категорията, освен размера на първичния 
тумор, включващ критерий е и дълбочина 
на инвазията.7 В 8-ма ревизия на TNM като 
допълнителни прогностични фактори са раз-
гледани дълбочината на инвазия на тумора, 
екстракапсулната инвазия при шийни метас-
тази, резекционната линия, моделът на инва-
зия (worst pattern of invasion), периневралната 
инвазия, лимфоваскуларната инвазия, общо 
здравословно състояние, коморбидност, на-
чин на живот и употреба на тютюн.7

Прогностични фактори, 

отнасящи се до първичния 

тумор

В тази категория се отнасят туморна 
локализация, туморен размер, хистологично 
степенуване на конвенционалния плоскокле-
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тъчен карцином, мултифакторни степену-
ващи малигнеността системи на тумора и 
на инвазивния фронт, лимфоваскуларна ин-
вазия, периневрална инвазия, костната инва-
зия, хистологичния подвариант на плоскок-
летъчния карцином (ПКК), както и статус 
на резекционни линии.8

Туморна локализация. Продължава да 
съществува схващане, че туморите локали-
зирани в задните отдели на устната кухина 
(УК) или орофаринкса, са с по-лоша прогно-
за. Това схващане е спорно.9 Различията в 
агресивността на туморите при различни-
те локализации в УК могат да се обяснят 
не само с анатомичните фактори, но и чрез 
големи биологични различия.10Особеностите 
на кръвоснабдяването и лимфния дренаж на 
различните локализации в УК са от значение 
за развитието на шийни лимфни метастази 
(ШЛМ). Рискът за метастазиране нараства 
с по-задната локализация като за долна уст-
на метастази се установяват в 10%, за език 
в 25%, под на устната кухина – 40%, орофа-
ринкс – 55% и 65% за хипофаринкс.11

Туморен размер и стадий на болестта.

Туморният размер е прогностичен фактор за 
преживяемост12, статус на резекционни гра-
ници13 и за локални рецидиви.14 Прогностично-
то значение на TNM системата се оспорва 
като не е намерена връзка с преживяемост-
та.15,16 Докладваната преживяемост според 
TNM за I, II, III, IV стадий е съответно: 75%, 
65, 6%, 49% и 30%.17 Докладвана е пет годиш-
на преживяемост в 82% за ранните стадии и 
49% за напредналите стадии.18 Прогностич-
но значение на диференциацията на тумора 
по Broders е противоречиво.19 Пет- и 10-го-
дишният период без рецидив за пациентите 
с ПКК на език е 59% и 36% за G1; 58% и 46% 
за G2 и 48% и 0% за G3.20 Eдна от главните 
причини за ниската прогностична стойност 
на степента на хистологична диференциация 
(СХД) са хетерогенните клетъчни попула-
ции, наблюдавани при ПКК.21

Многофакторни системи за степену-
ване на малигнеността. В стремеж да се 
подобри системата за степенуване на ди-
ференциациацията на ПКК Broders22 въвеж-
да многофакторна система за степенуване 
на малигнеността на базата на дефинира-
ни критерии; така за първи път се оценява 
зоната на взаимодействие между тумора и 
гостоприемника. След редица модификации21 

M.Bryne et al.23 разработват хипотеза, че 
клетките на инвазивния фронт (ИФ) са от-
говорни за биологичното туморно поведе-
ние.Авторът изследва туморната клетъч-
на популация и зоната на взаимодействие 
между тумора и гостоприемника. Той оценя-
ва степента на кератинизация, степента на 
ядрен полиморфизъм, модела на инвазия, брой 
митози и клетъчен отговор. Всички параме-
три са оценени от 1 до 4 и накрая се суми-
рат в общ малигнен сбор.4 Авторът намира, 
че степенуването на ИФ е с висока прогнос-
тична стойност за разлика от системата 
на Broders/WHO.4 Също така установява, че 
ИФ е значим и независим предиктор на пре-
живяемост и може да бъде важен прогнос-
тичен фактор (ПФ) при избор на лечение. 
Пациентите с общ малигнен сбор между 5 
и 10 точки имат 5-годишна преживяемост в 
57%, сравнена с 19% за случаите с малигнен 
сбор, по-голям от 10 точки.4 Морфологич-
ните и молекулярни характеристики на ИФ 
могат да предскажат по-добре прогнозата 
в сравнение с други участъци на тумора. 
Bryne et al. препоръчват да се оценяват 4-6 
клетъчни слоя на най-дълбокия ИФ на поне 
три участъка на най-ниско диференцирани-
те полета.24 Степенуването на ИФ може да 
предскаже развитие на окултни метаста-
зи, както и развитие на шийни метастази с 
екстракапсулна инвазия (ЕКИ).25

Лимфоваскуларна инвазия. Прониква-
нето на туморни клетки в лимфните и кръ-
воносни съдове се приема за първата стъпка 
на метастазиране.26 Инвазия в лимфни съдо-
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ве се установява както в стромата на ту-
мора, така и в периферните инфилтрирани 
зони.27Директна инвазия на кръвоносните 
съдове се установява в централните и пери-
ферните зони на тумора.27 Най-често се на-
блюдава инвазия на венозни съдове. Инвазията 
на кръвоносни съдове може да бъде директна 
или под формата на шнурове от карциномни 
клетки.27 Намерена е важна връзка между съ-
довата инвазия и туморна локализация, размер 
и дебелина, периневрална инвазия, инвазивен 
фронт, начин на инвазия, шийни метастази, 
локални рецидиви и преживяемост.28,29

Периневрална/неврална инвазия. Плос-
коклетъчният карцином на устна кухина 
(ПККУК) проявява подчертан невротропизъм 
с честота на периневрална инвазия (ПНИ) от 
6% до 30%.30 Хирургичната резекция се при-
ема за лечебен метод с най-добри резултати 
като в случаи с ПНИ се препоръчва провежда-
не и на следоперативно ЛЛ.31 ПНИ се свързва 
с локализация, туморен размер (ТР) и туморна 
дебелина (ТД), начин на инвазия (НИ), наличие 
на ШЛМ, близки или инфилтрирани резекцион-
ни граници (РГ) и преживяемост, като е лош 
прогностичен белег.14,28,29 ПНИ е важен пред-
сказващ фактор за развитието на ШЛМ.32 
Докладваната честота на ШЛМ за случаите 
с и без ПНИ е респ.73% и 46%.33 Туморите, 
които инвазират периневралното простран-
ство, са биологично по-агресивни като често-
тата на локалните рецидиви (ЛР) е много по-
висока.32-34Пет годишната преживяемост без 
болест за случаите без ПНИ е 94,6% и 56,6% за 
случаите с ПНИ.34 Смъртността за случаите 
с ПНИ е 54%, докато за случаите без е 25%.33 
ПНИ е маркер за по-агресивно биологично по-
ведение и винаги трябва да се търси при хис-
тологичното изследване.34

Прогностични фактори, 

отнасящи се до рецидива

Рецидивът е повторно развитие на 
тумор след като е било проведено първично 

лечение. Рецидивите биват локални, регио-
нални (РР), локо-регионални (ЛРР) и далеч-
ни.21 Независимо от агресивните хирургични 
и лъчетерапевтични методи се наблюдава 
висока честота на рецидиви, които пред-
ставляват голям терапевтичен проблем. 
Докладвана е честота на ЛР от 42%, ЛРР са 
8%, РР са 16%–41%.35 Честотата на реци-
дивите в зоната на проведена шийна лимфна 
дисекция е между 15% и 50% от случаите.36 

Регионалните рецидиви са основна причина 
за смърт при пациентите с ПККУК. РР се 
развиват в резултат на растежа на ОКМ, 
развитие на вторични ШЛМ извън полето 
на дисекцията или рецидиви (персистенции) 
в оперираното поле при ШЛД, както и раз-
витие на контралатерален рецидив на шия-
та.14,29,37 Факторите, влияещи върху често-
тата на регионалните рецидиви, са: брой на 
метастатични ЛВ към момента на първич-
ното оперативно лечение на шията; видна 
шийната дисекция; адювантна терапия38,39; 
напреднал туморен стадий; pN(+) статус; 
позитивни РГ35.

Локорегионалните рецидиви са свър-
зани с нодалния статус, ПНИ, васкуларната 
инвазия, РГ, ШЛМ и ЕКИ; тези фактори са 
предиктори и са индикатори за следопера-
тивна ЛТ.40

Прогностично значение на състоя-
нието на резекционната граница. Със-
тоянието на РГ е независим ПФ за общата 
преживяемост (ОП) и преживяемостта без 
рецидив (ПБР).20,41 Хистологичното ангажи-
ране на РГ от туморния процес се свързва 
с ниска обща преживяемост, високи нива на 
локални рецидиви.20,28 При ангажирани грани-
ци пет годишен период без болест са имали 
11%, в сравнение с 47% за случаите с близ-
ки граници и 78% за тези – с чисти грани-
ци.28,29,37 Пет и 10 годишната ОП за хисто-
логично „чистите” граници е 72% и 64%, 
докато за ангажираните е 21% и 0%.20 При 
ангажирани граници, всички пациенти са раз-



159

ПРОГНОСТИЧНИ И ПРЕДИКТИВНИ ФАКТОРИ ПРИ ОРАЛЕН КАРЦИНОМ

вили рецидив за по-малко от 5 години.20 При 
мултивариантен анализ 5-годишната ПБР 
е 81% за случаите с „чисти” РГ срещу 53% 
при ангажираните.41Докладвани са случаи 
на ЛР при „чисти” РГ, което се обяснява с 
теорията за “поле на канцеризация”. Често-
тата на ЛР е 36% при позитивни граници и 
18% при чисти.42 При неблагоприятен мо-
дел на инвазия (разпръснати малки групи от 
клетки или острови от туморни клетки) 
микроскопска границата от 5 мм не може да 
се приеме за „чиста”.25 Рискът от ЛР се по-
вишава при интраоперативно пресичане на 
тумора от резекционната линия, независи-
мо че в края на операцията може да се дос-
тигне до хистологично здрави граници.43В 
случаите с Т1 и Т2 лезии с хирургични ми-
кроскопски граници > 5 mm, ЛР са редки и 
не са във връзка с други хистопатологични 
параметри.44Ангажирането на резекционни-
те линии при макроскопски „чиста” ексци-
зия може да се разглежда като хистологичен 
индикатор за агресивно поведение на болес-
тта.28

Прогностични и 

предиктивни фактори, 

отнасящи се до шийните 

метастази

Окултни метастази. Терминът “ок-
ултни” метастази (ОКМ) характеризира 
лимфни метастази, които не са открити 
при щателното клинично и образно изслед-
ване или чрез аспирационна цитология и 
не трябва да се смесва с микрометаста-
зи (МИКМ).45 Честотата на ОКМ при cN0 
е от 24% до 42%.36,46 Пациентите с ОКМ 
имат по-добра прогноза в сравнение с тези 
с клинично засегнати възли.6 При Т1 често-
та на ОКМ е ≤ 20%, при Т2 е 20-30%. При 
Т3 и Т4 честотата на ОКМ е ≥ 30%.5 При 
изследване на връзка между ТР, ТД и нивата 
на ОКМ се установява, че размер ≥ 2 cm е 

неточен предиктивен фактор за туморно-
то поведение, докато ТД корелира по-добре 
с ОКМ и преживяемостта.47 Локализацията 
на първичния тумор е свързана с риск от 
развитието на ОКМ. За карцином на език 
в T1N0 честотата на ОКМ е 30%, докато 
за пода на устната кухина е 20%.36,46,48Най-
висока честота на ОКМ се наблюдава при 
плоскоклетъчен карцином на задна трета 
на език, където ОКМ са 61%.49 Туморите 
на максиларна гингива, твърдо небце и уст-
ни имат ниски нива на ОКМ и при тях не 
се препоръчва елективна шийна дисекция 
(ЕШД).48 Други фактори, предсказващи раз-
витиена ОКМ, са начин на инвазия, степен 
на лимфоплазмоцитна инфилтрация (ЛПИ), 
СХД, митотична активност.6

Предиктивни фактори за окултни 
метастази.Въпросът кои показатели пред-
сказват развитие на окултни метастази на 
шията е обект на много изследвания. В иде-
алния случай тези предиктори трябва бъдат 
извлечени от проучвания, ограничени до па-
циенти с тумори Т1/Т2cN0. Предсказващи 
фактори за окултни метастази са дълбочи-
на на инвазия (ДИ), туморна дебелина (ТД) 
и моделът на инвазия (начин на инвазия). За 
карцином на език като предиктор за окулт-
ни метастази се приема туморната дълбо-
чина на инвазия от 4 mm.50 Не са установени 
окултни метастази при дълбочина на инва-
зия или туморна дебелина < 4 mm, докато 
честотата на окултните метастази е 41% 
при дълбочина на инвазия/туморна дебелина 
> 4 mm.51 В научната литература туморна-
та дълбочина на инвазия от 4 mm се посочва 
като предиктор за наличие на окултни ме-
тастази и се използва като основен крите-
рии за провеждане на елективна шийна ди-
секция при T1N0 карцином на езика. 

При карцином на под на устната кухи-
на като критична за развитие на окултни 
метастази се посочва туморна дебелина от 
1.5 mm.52
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Прогностично значение на дълбо-
чината на инвазия и туморна дебелина. 
Туморната дебелина се измерва като се 
реконструира въображаемо мукозната по-
върхност, за да се компенсира улцеративния 
или екзофитен растеж.32 Начинът на рас-
теж на тумора (екзофитен, ендофитен, ул-
церативен, инфилтративен) оказва влияние 
върху туморната дебелина и дълбочината 
на инвазия.53

TД не винаги е еквивалент на дълбо-
чината на инвазия, защото ТД зависи от 
начина на растеж на тумора и в случаите с 
улцерации не може да се оцени точно. В дру-
ги случаи, туморът показва значителен ек-
зофитен растеж с много малка дълбочина на 
инвазия и има биологично поведение на ту-
мор с малка ТД.47 Въпросът за ТД и дълбочи-
ната на инвазия остава отворенкато двете 
понятия не са еквивалентни.54

Туморна дебелина > 3 mm е индикатор 
за лоша прогноза.55 С нарастване на ТД ди-
ректно се повишава рискът за развитие 
на ШЛМ.56 При Т1/Т2N0 ПККУК се уста-
новява, че Т-категорията и ТД са статис-
тически значими за развитие на ШЛМ. При 
ТД > 11 мм, 6-10 mm и ≤ 5 mm, честотата 
на ШЛМ е: 50%, 40% и съответно 30%.56 
Въпреки че ТД не е независим фактор, тя е 
ПФ за възникването на ШЛМ. ТД значител-
но корелира с развитието на ШЛМ само в 
групата на Т1 и слабо за Т2 туморите.57 ТД 
може да се използва като критерий за опре-
деляне на терапевтичния подход при Т1 и Т2 
лезиите.57

Прогностично и 

предиктивно значение на 

биологични и молекулярни 

маркери при орален карцином

Ангиогенеза. Малигнените тумори 
имат способността да индуцират растеж 
на нови кръвоносни съдове, които са ва-

жни за туморната прогресия, агресивност 
и метастазиране. VEGF – A,B,C,D (Vascular 
endothelial growth factor - A,B,C,D) играе ре-
шаваща роля за развитие на кръвоносни 
съдове и е ключов елемент в туморната 
ангиогенеза.58 Намерена е корелация между 
експресията на подвидовете A и B с тумор-
ната ангиогенеза, както и между експресия-
та на C и D и риска от нодално метастази-
ране.58 Установена е значителна корелация 
между високата експресия на VEGF при 
ПККУК и лоша прогноза, но не е намерена 
никаква връзка между експресията на VEGF 
и шийното метастазиране.59 Друго изслед-
ване открива връзка между експресията на 
VEGF и честотата на шийните метастази 
при орален карцином.60 Приема се, че VEGF 
участва в процеса на ангиогенезата при ора-
лен карцином, но неговата предиктивна и 
прогностична стойност все още не е уста-
новена.61

Туморна експресия на cyclooxygenase-2 
(COX-2). Установена е силна връзка между 
COX-2 експресията и високи нива на метас-
тазиране, рецидивиране и кратка преживя-
емост безболест.62 COX-2 експресията при 
ПККУК се свързва с висока лъчерезистент-
ност.63

Молекулярни маркери. Няколко гене-
тични аберации са установени при ПККУК, 
най-често в хромозомите 3, 9, 11, 13, 17. 
Докладва се, че инактивирането на тумор-
супресорни гени като p16 (9p21) и p53 (17p), 
свръхекспресията на онкогени като PRAD-1 
(11q) играят важна роля в канцерогенезата 
на оралния карцином.64

Онкогени. EGFR (Epidermal growth 
factor receptor) е гликопротеин и един от c-
erbB фамилия, включващи трансмембранни 
рецептори. Фамилията се състои от чети-
ри представителя EGFR (c-erbB-1/HER-1), 
c-erbB-2 (HER-2/Neu), c-erbB-3 (HER-3) and 
c-erbB-4 (HER-4). EGFR се кодира от EGFR 
ген (erbB1), локализиран в хромозома 7 (7p13-
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q22). Свръхекспресия на EGFR е наблюдава-
на в 30% от случаите с ПККУК.65 Туморите 
на устната кухина, показващи свръхекспре-
сия, отговарят по-добре на химиотерапия 
спрямо не-екпресиращите тумори. Това е 
възможно, защото EGFR-експресиращите 
тумори показват висока пролиферативна 
активност.66 Съвременни доклади съоб-
щават, че анти-EGFR-антитела могат да 
бъдат полезни в лечението на тумори със 
свръхекспресия на EGFR.67 Прогностичното 
значение на експресията наEGFR в ПКК на 
устна кухина е противоречиво. Установе-
на е значителна връзка между EGFR, HER-
2, HER-3 и HER-4 и преживяемостта като 
EGFR/HER-2/HER-3 са с най-голяма про-
гностична стойност за преживяемостта.68 
Приема се, че противоречивите резултати, 
докладвани в литературата, се дължат на 
липса на стандартизация на имунохистохи-
мичните процедури. 

Cyclin D1. Cyclin D1 заедно с cyclin-
зависимите кинази (cyclin-dependent 
kinases;CDKs) са регулатори на прогресията 
на клетъчния цикъл. Продуктите на Cyclin 
D1 гена фосфорилират продуктите на гена 
на ретинобластома (Rb), индуциращи пре-
минаването от G1 фаза в S фаза на клетъч-
ния цикъл. Активността на Cyclin D1 се ин-
хибира от различни тумор-супресорни гени, 
включващи p16, p21and p27.69 Повишената 
експресия на Cyclin D1 в ПККУК корелира 
с по-напреднал стадий70, по-неблагоприят-
на прогноза (регионални метастази и ниска 
преживяемост).71 Други не намират подобна 
връзка.72

Тумор-супресорен ген: р53 ген. Мута-
цията на тумор-супресорния ген р53 е една 
от най-честата и най-изследваната геномна 
промяна при злокачествените неоплазми.73 
Генът р53 е локализиран в късото рамо на 
хромозома 17 и кодира 53-kDa фосфопроте-
ин, който регулира генната транскрипция, 
синтезата и репарациятана ДНК, както и 

координацията на клетъчния цикъл и про-
грамираната клетъчна смърт.74 При орал-
ния карцином, мутацията на р53 гена въз-
никва преди преминаване от неинвазивен 
към инвазивен карцином.75 Диспластичните 
лезии, показващи свръхекспресия на р53, са с 
повишен риск от злокачествена трансфор-
мация.76 Мутациите вр53 при карциноми на 
глава и шия се свързват с висока туморна аг-
ресивност и лоша прогноза и в този смисъл 
експресията на р53 е прогностичен маркер 
при орален карцином.77

Тумор супресорен ген: р27 ген. Ге-
нът p27/KIPL е локализиран в 12 хромозома 
(12p12-12p13.1) и има важна роля в задържа-
не на G1 фазата. Регулира пролиферацията 
по пътя на инхибирана на G1 cyclin/Cdk про-
теин киназата. Мутациите в p27 са редки, 
но се описват при различни малигнени ту-
мори. Намаляване на силата на регулация на 
p27 може да се свързва с повишена туморна 
агресивност и намалена преживяемост.78 
При нормален орален епител, клетките на 
спинозния и грануларния слой показват по-
вишена ядрена експресия на p27.79 Намалява-
не на експресията на p27 се установява при 
тежка епителна дисплазия; значително на-
маляване се описва при прогресия на лезията 
в ПКК.80 Тези изследвания внушават, че на-
маляването на експресиятя на p27 възник-
ва в ранните стадии на оралната канцеро-
генеза. Докладавано е по-агресивно туморно 
поведение, включващо повишен метаста-
тичен потенциал и намалена преживяемост 
при намалена експресия на p27.81

Клетъчнопролиферативни маркери. 
Ki-67 (MIB-1). Антигенът Ki-67 е нехисто-
тен нуклеарен протеин, експресиращ се във 
всички фази на клетъчния цикъл (G1, S, G2, 
M), но отсъства във фаза на клетъчен по-
кой (G0).82 Експресията на човешки Ki-67 
протеин е строго свързана с клетъчната 
пролиферация. Ki-67 е биомаркер за опре-
деляне на фракцията на активно пролифе-
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риращи клетки в даден тумор. Ki-67 като 
биомаркер предоставя полезна информация 
за диференциране на по-агресивни неоплаз-
ми.83 В научната литература съществуват 
противоречиви доклади относно прогнос-
тичното значение на Ki-67. Намерена е по-
ложителна корелация между интензивната 
Ki-67 експресия и хистологичната туморна 
степен, начина на инвазия, туморния размер 
и дълбочината на инвазия, нодалния статус 
и 5-годишната преживяемост.84 Съществу-
ват доклади, които не намират връзка меж-
ду експресията на Ki-67 и преживяемостта 
при ПККУК.85 По ново изследване установя-
вя, че ниските нива на Ki-67 в туморната 
тъкан при ПККУК са независим предиктор 
за дългосрочна преживяемост.86

Маркери на апоптозата. Протоон-
когенът Bcl-2, локализиран в хромозома 18, 
е първият открит анти-апоптичен ген.64 
Bcl-2 фамилията протеини се състои от 
промотори и инхибитори на апоптозата. 
Експресията на Bcl-2, Bax и Bcl-X може да 
се свърже с благоприятна прогноза при ПК-
КУК.87 По-високи нива на преживяемост се 
установява при пациенти, чиито тумори са 
негативни за Bcl-2 и позитивни за Bax.88

Маркери на инвазията и метастазира-
не. ПККУК се характеризира с агресивен ин-
вазивен растеж и подчертана тенденция към 
метастазиране.89Изследвания установяват, 
че патологична експресия на междуклетъчни 
адхезионни молекули като E-cadherin и кле-
тъчно-извънклетъчни матрични адхезионни 
молекули като Laminin 5 са свързани с биоло-
гичното поведение на тумора. На този етап 
няма достатъчно доказателства за прогнос-
тичното значение на тези биомаркери. 

Заключение

Въпреки че клиничните стадиращи 
системи не могат да оценят биологично-
то поведение на туморите и не могат да 
предскажат изхода, размерът на тумора и 

нодалният статус към момента на диагноза 
остават най-важните прогностични фак-
тори. От хистологичните показатели, дъл-
бочината на инвазия/туморната дебелина, 
както и характеристиките на инвазивния 
туморен фронт имат най-голяма прогнос-
тична стойност. Като се има предвид, че 
карциногенезата е многофакторен и много-
стъпков процес изглежда, че много биологич-
ни маркери са свързани с прогнозата като на 
този етап няма единични биомаркери, които 
да са независими прогностични фактори.

Въпросът с намирането на прогностич-
ни фактори и предиктивни биологични марке-
ри при оралния карцином продължава да е не-
решен. Основната причини за това се крие в 
клиничната хетерогенност на болестта, мал-
ките и разпръснати изследвани групи, липсата 
на стандартизирани клинични, управленчески 
и лабораторни показатели. Комбинирането на 
традиционните хистологични показатели с 
биологичните и молекулярни маркери в ерата 
на базирана на доказателства медицина пред-
ставлява предизвикателство за изследовате-
лите в стремежа за откриване на надеждни 
предиктори и прогностични фактори.
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ОБЗОР
Статията представя двата основни гена BRCA1 и BRCA2, свързани с раз-

витие на наследствени и спорадични форми на карцином на гърда и яйчник. Ана-
лизирани са молекулните пътища, в които те функционират в норма в патоло-
гия. Характеризирани са типа на вариантите в двата гена и тяхното значение 
за създаване на предразположеност към развитие на злокачествена клетъчна 
трансформация. Определен е рискът и поведението при носителство на генни 
мутации. Описани са нововъведените инхибитори на PolyADP-ribose полимераз-
ни инхибитори – PARP, които са таргетни терапии за пациенти с овариален кар-
цином с BRCA патогенни мутации. Накрая са представени резултати от собст-
вени изследвания на български пациенти.

BRCA-МОДЕЛИРАНЕ НА РИСК И ЛЕЧЕНИЕ ПРИ  
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Увод

Нормалната функция на гените BRCA1 
и BRCA2 гени може да бъде нарушена в резул-
тат на герминативни/соматични мутации, 
ниска експресия или промоторно метилира-
не. Добре известна е ролята на герминатив-
ните мутации в един от дватагени за съз-
даване на наследствена предразположеност 
към карциноми на гърда и яйчник.1

Голям брой проучвания показват, че 
карциномите на гърда сBRCA1/2 патоген-
ни мутации имат по-агресивен фенотип 
от тези, които носят див тип гени: те по-
често са естроген-рецептор-негативни, 

високостепенни и с по-висока честота на 
соматични мутации, определящи по-лоша 
прогноза и преживяемост. Получените ре-
зултати са противоречиви. При системен 
анализ на публикуваните литературни дан-
ни Alexandra Van der Broeket al. доказват, че 
носителството на BRCA1мутации повлиява 
в умерена степен преживяемостта без про-
гресия.2

Продължават да са разнопосочни и да-
нните за ролята на BRCA гени с нарушена 
функция за прогнозата при пациенти с епи-
телен овариален карцином. Преобладават 
доказателства за по-добра преживяемост 
на пациентите, но тези данни трябва да бъ-
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дат потвърдени. Възможно обяснение за по-
зитивна връзка между мутационния статус 
на BRCA1/2гените, преживяемостта без 
прогресия (PFS) и общата преживяемост 
(OS) е, че клетките с патогенни мутации 
не могат да коригират двуверижни разкъс-
вания в ДНК молекулата по механизма на 
хомоложната рекомбинантност и са по-
чувствителни към химиотерапия.3 Пациен-
ти с BRCA мутации са показани за таргетна 
терапия на овариални карциноми с PARP ин-
хибитори – olaparib. Герминативните мута-
ции в BRCA гените са само в 10-15% от епи-
телните овариални карциноми, но тяхната 
честота е много по-висока – до 30% при 
високостепенни, серозни, платина-чувстви-
телни карциноми. Соматичните мутации в 
овариалните карциноми също са индикация 
за провеждане на таргетна терапия. 

BRCA гени

BRCA гените са тумор-супресорни 
гени. Те са локализирани в хромозоми 17 и 13 
(Фиг.1).

При нормална активност, гените 
участват в процесите на поправка на двуве-
рижни нарушения в структурата на ДНК и 
осигуряват стабилност на генетичния ма-
териал в клетките. Процесът на корекция 
се осъществява съвместно с други белтъци, 
които са продукти на гените CHK2, FANCD2 
и ATM. При мутация в един от двата BRCA1 
и BRCA2 генa, водеща до синтез на функ-
ционално неактивен протеин, не може да се 
получи прецизна корекция на ДНК дефекта. 
Резултатът е натрупване на допълнителни 
структурни нарушения в ДНК молекулата, 
които насочват клетката по пътя на злока-
чествена трансформация.

Патогенните мутации в гените BRCA1 
или BRCA2 се предават в потомството с 
риск 50% и създават предразположеност 
към карцином на гърда (5-10% от всички и 
20-25% от наследствените карциноми на 
гърда), овариален карцином (15%) и към на-
следствен карцином на гърда-яйчник (HBOC 
– Hereditary breast–ovarian cancer syndromes) 
(40-50%).4 По-рядко (10%) болните с НВОС 
имат мутации в други гени: TP53, PTEN, 
PALB2, CHEK2 и STK11, а в останалите слу-
чаи вероятно играят роля неизвестни гени.5 
Жени на възраст 70 г., носителки на герми-
нативна патогенна BRCA1мутация имат 
висок риск за развитие на карцином на гърда 
(55-60%) или на яйчник (39%), а ако носят 
BRCA2 мутация, рискът е съответно 45% 
и 11-17%.6,7

Карциномите на гърда и на яйчник, асо-
циирани с BRCA патогенни мутации, се раз-
виват в по-млада възраст.

Патогенни мутации в BRCA1 и BRCA2 
гените създават риск за развитие на други 
карциноми. При жени нефункционалният 
BRCA1 протеин повишава риска за карцином 
на Фалопиеви тръби и перитонеален карци-
ном. При мъже мутациите в един от двата 
гена се асоциират с карциноми на гърда и на 
простата. При мъже и жени мутациите по-Фигура 1. Хромозомн алокализация на гените BRCA1 

и BRCA2.
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вишават риска за карцином на панкреаса. В 
хомозиготно състояние, BRCA2 мутациите 
са свързани с анемия на Фанкони – подтип 
FA-D1, а BRCA1 мутации – с Фанкони – под-
тип FANCS.

Рискът за носителство на BRCAму-
тация може да бъде лесно изчислен с кал-
кулатор на Myriad (www.myriadpro.com/
brca-risk-calculator/calc.html). Честотата на 
патогенните мутации в двата гена при фа-
милна история на болестта (най-малко един 
родственик от първа или втора степен на 
родство) може да се вземе от таблица на 
интернет адрес (ttps://s3.amazonaws.com/
myriad-library/brac/brca-prevalence-tables.pdf).

BRCA-моделиране на риска 

при карцином на гърда/

овариален карцином

Наследените мутациите в BRCA1 и 
BRCA2 повишават доживотния риск за раз-
витие на карцином на гърдата и/или на яйч-
ниците при BRCA-позитивни пациенти. 

BRCA-моделиране на риска при по-
зитивни жени. Рискът за здрави жени, но 
носителки на патогенни мутации, може да 
бъде редуциран със следните специфични 
профилактични мерки и с профилактична 
хирургия (NCCN Guidelines Version 2.2016; 
BRCA-Related Breast and/or Ovarian Cancer 
Syndrome; www.tri-kobe.org/nccn/guideline/
gynecological/english/genetic_familial.pdf):

zz съобщаване на носителство на пато-
логична мутация при навършване на 18 
годишна възраст;

zz клиничен преглед на гърдите на всеки 
6-12 месеца с начало от 25-годишна 
възраст (няма рандомизирано проучва-
не);

zz скрининг на гърдите8:

|| на 25–29 години – ежегодно изслед-
ване на гърдите чрез магнитноре-

зонансна томография (МРТ скри-
нинг) или мамография; при жени с 
фамилна история и ранно начало на 
карциноми на гърда – към 30 годиш-
на възраст;

|| на 30–75 години – ежегодно изслед-
ване на гърдите с МРТ скрининг и 
мамография;

|| на > 75 години проследяването се 
определя индивидуално;

|| при жени с BRCA мутация, лекува-
ни за карцином на гърдата, следва 
да се прави ежегодно изследване на 
гърдите с МРТ и мамография на ос-
татъчната тъкан от гърдата;

zz консултация и обсъждане на риск-ре-
дуцираща мастектомия – степен на 
протекция, възможности за рекон-
струкция и риск;

zz препоръки за риск-редуцираща сал-
пинго-оофоректомия (RRSO) след 
приключване на репродукцията при 
пациентки на 35-40 години с BRCA1 
мутации и на 40–45 години с BRCA2 
мутации, преминали през превантив-
на билатерална мастектомия – (2015 
College of American Pathologists, CAP).

|| консултация – обсъждане на степен 
на риск за карцином, степен на про-
текция, за карцином на гърда/яйчник, 
проследяване на менопаузални симп-
томи, кратка хормон-заместваща 
терапия и други медицински проблеми;

|| самостоятелната салпингектомия 
не е стандарт за редукция на риска, 
тъй като остава риск за развитие 
на карцином на яйчник. При преме-
нопаузални жени оофоректомията 
редуцира риска за карцином на гър-
дата с до 50% в зависимост от въз-
растта на жената;
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zz обсъждане на физиологични/социал-
ни аспекти и качество на живот при 
жени с риск редуцираща мастектомия 
и/или салпинго-оофоректомия;

zz не се препоръчва рутинен скрининг на 
яйчници при жени, които не приемат 
извършване на RRSO. Трансвагинал-
ният ултразвук не се препоръчва, тъй 
като не е достатъчно чувствително 
изследване, но при 30–35 годишни жени 
може да се прави;

zz серумният CA-125 е допълнителен 
скринингов тест за овариален карци-
ном с условности, подобни на трансва-
гиналния ултразвук;

zz обсъждане наобразни и скринингови из-
следвания в рамките на клинични проуч-
вания при нови технологии и тестове9;

zz обсъждане на ефекта на лекарства, 
редуциращи риска за карцином на 
гърда/яйчник (www.tri-kobe.org/nccn/
guideline/gynecological/english/genetic_
familial.pdf)

Риск редуциращ ефект на tamoxifen, 
raloxifene 

|| редуцират риска в постменопауза-
лни жени;

|| няма достатъчно данни, че редуци-
рат специфично риска за развитие 
на контралатерален карцином на 
гърда при пациентки с BRCA1/2 му-
тации, лекувани за карцином на гър-
да.10-15 При BRCA1 позитивни паци-
ентки рискът за контралатерален 
тумор е 83%, а при BRCA2 е 62%16;

|| противоречиви са данните за 
протективен ефект при жени с 
BRCA1/2 мутации, преминали през 
оофоректомия;

|| няма данни за протективен ефект, 
свързан с туморния естроген-ре-
цепторен статус. 

При жени с BRCA1мутации, tamoxifen 
не редуцира риска за карцином на гърда, до-
като при BRCA2 мутации редукцията на ри-
ска е 62%.17

Вероятно този факт може да се 
обясни с по-високата честота на пато-
генни мутации в BRCA1при естроген-ре-
цептор-негативни тумори, в сравнение с 
естроген-рецептор-позитивни тумори, но 
данните трябва да бъдат потвърдени. Полу-
чени са резултати за полиморфизми в гени-
те ZNF423 и CTSO, които при носители на 
BRCA1 мутации са свързани с протективен 
ефект на селективни естроген-рецепторни 
модулатори.18

Риск редуциращ ефект на орални кон-
трацептиви. Данните от метаанализи до-
казват, че оралните контрацептиви нама-
ляват риска за развитие карцином на яйчник 
при носителство на BRCA1 или BRCA 219-21; 
получени са противоречиви данни по отно-
шение на технияпротективен ефект срещу 
карцином на гърда при носители на BRCA1/2 
мутации, а при два метаанализа се доказва 
липса на свързаност.

BRCA-моделиране на риска при пози-
тивни мъже. Обучение за самостоятелно 
изследване на гърдите след 35 годишна въз-
раст; клиничен преглед на гърдите на всеки 
12 месеца с начало от 35 годишна възраст; 
на 40 години се препоръчва скрининг за кар-
цином на простата при носители на BRCA-
2патогенни мутации; обсъжда се скрининг 
за карцином на простата при носители на 
BRCA1 патогенни мутации.

BRCA-моделиране на риска при пози-
тивни мъже и жени. Обучение за симпто-
мите на карциноми, свързани с BRCA мута-
ции. Няма специфични препоръки за скрининг 
за карцином на панкреас и меланом, но може 
да се обсъжда индивидуално според фамилна-
та история.

Риск за родственици на BRCA пози-
тивни лица. Съвет за съществуващ 50% 
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риск за наследяване на BRCA патогенни му-
тации от родители, възможности за опреде-
ляне на риска и поведение при носителство 
на мутация; препоръки за медико-генетич-
но консултиране и обсъждане на генетичен 
тест за определяне на носителски статус 
при високо-рискови родственици.

Възможности за репродукция BRCA 
позитивни лица. Обсъждане на възмож-
ности за пренатална диагностика и за пре-
димплантационна генетична диагностика – 
риск, ограничения и ползи от изследванията.

При пациенти с герминативна мутация 
съществува 50% риск за предаване на мута-
цията в потомството. Индивиди, носители 
на наследствени мутации, предразполагащи 
към злокачествени болести, могат да имат 
психологични проблеми относно последстви-
ята от генетичния им статус. Поради висок 
риск от 50% за предаване на мутацията на 
потомството някои двойки се въздържат 
от репродукция. Друга алтернатива е оси-
новяване или забременяване с донорски мате-
риал. Възможно е провеждане на пренатална 
диагностика за установяване на генетичния 
статус на плода и прекъсване на бременност-
та по медицински показания при доказване на 
мутация. Това от една страна повдига етич-
ни проблеми, тъй като се касае за болест с 
късно начало, а от друга страна –инвазивни-
те вътрематочни манипулации са свързани с 
риск за самата бременност. 

Предимплантационна генетична ди-
агноза. Понастоящем предимплантационна-
та генетична диагноза (ПГД) предлага нов 
подход за превенция без да се разчита на слу-
чайността за забременяване със здраво бебе 
или травмиращ аборт при засегнат плод. 
ПГД дава възможност при провеждане на 
витро оплождане да се изберат за трансфер 
ембриони без мутация и жената да забреме-
нее с бебе без патологичната мутация.

ПГД представлява ранен метод за от-
криване на редица генетични аномалии в ем-

бриона преди той да се имплантира в матка-
та, като по този начин се избягва прилагане 
на медицински аборт, ако ембрионът е за-
сегнат. Осъществява се чрез изследване на 
I-вото или II полярно телце (прилага се, ако 
мутацията се носи от майката), бластомер 
след биопсия на тридневни ембриони или 
биопсия на трофектодермални клетки на 
пети ден след оплождането. След цялост-
ното геномно амплифициране на ДНК от 
биопсичния материал се прилагат различни 
видове генетичен анализ в зависимост от 
търсената мутация.

Недостатъци на метода са: i) мутаци-
ята не е самата болест, а само рисков фак-
тор за развитие на карциноми в по-късна 
възраст; има начини носителите на мута-
ции значително да намалят болестния риск 
на по-късен етап от живота си; ii) диагно-
стиката се ограничава само до конкрет-
ната патологична мутация и не отразява 
други генетични фактори, които може да 
водят до предразположение към злокачест-
вена болест; iii) изборът на ембриони без 
мутации не е гаранция, че индивидът никога 
няма да развие карцином или други сериозни 
болести през живота си; iv) съществуват 
етични проблеми относно унищожаването 
на ембриони, носители на мутация; v) все 
още няма сигурни данни дали хормоналната 
стимулация на яйчниците води до по-голям 
риск при жени-носители на наследствени 
мутации за злокачествени болести.

BRCA-моделиране на лечението при 

карцином на гърда/овариален карцином

При авансирал овариален карцином се 
извършва хирургично отстраняване на ту-
мора, но микронодули и туморни колонии в 
перитонеалната кухинаостават нетрети-
рани. Най-голямото клинично предизвика-
телство за лечение на овариалния карцином 
пред съвременните онколози е късната диа-
гноза и бързото рецидивиране на болестта, 
ниската 5-годишна преживяемост на паци-
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ентите и липсата до скоро на таргетна те-
рапия.

Човешкияt геном е непрекъснато под-
ложен на действието на йонизираща радиа-
ция, UV лъчи и химични агенти, които пре-
дизвикват структурни повреди в ДНК и 
репликационни грешки. Нарушенията в ДНК 
структурата се коригират при едноверижни 
разкъсвания от PARP протеина, а при двуве-
рижни разкъсвания – отBRCA протеините.

PARP протеинът играе роля за въз-
становяване на едноверижни разкъсвания 
на ДНК молекулата (SSB) по механизма на 
замяна на дефектния нуклеотид с нормален 
(BER – механизъм) (Фиг.2). PARP се свързва 
директно с ДНК в мястото на нарушение-
то (1), присъединява NAD (2), образува го-
ляма разклонена верига от poly-ADP-рибоза, 
която свързва други ДНК репариращи ен-
зими (3) и коригира нарушението (4). След 
това настъпва дисоциация на сборните про-
теини.

Двуверижните разкъсвания се кориги-
рат от BRCA протеини по механизма на хо-
моложна рекомбинация (Фиг.3). Двата про-
теина BRCA1 и BRCA2 се придвижват към 
мястото на ДНК нарушението (1), включ-
ват се в дефектната зона (2) и организират 
репаративни протеини (3). Те извършват 
резекция на ДНК. Интактното ДНК копие 
инвазира в нарушената верига и служи като 
матрица за поправка на нарушението в по-
вредената верига чрез синтез на ДНК върху 

празнината (4). Получава се точна корекция 
на ДНК увредата (5).

Грешките в ДНК могат да бъдат ко-
ригирани (Фиг. 4) и клетките оцеляват при:

zz Нормална функция на BRCA и PARP се 
справят със структурните наруше-
ния (1).

zz Патогенна мутация в BRCA гените, во-
деща до елиминиране на механизма на хо-
моложна рекомбинация (HR) и нормална 
активност на PARP протеина с нормал-
но функциониращ BER механизъм (2).

zz При премахванена BER механизма в ре-
зултат от намалена или липсваща актив-
ност на PARP протеина, но активен HR 
механизъм, при див тип BRCA гени (3).

zz Грешките в ДНК немогатда бъдат ко-
Фигура 2. Корекция на едноверижни ДНК нарушения 
чрез изрязване и замяна на дефектен нуклеотид – 
BER.

Фигура 3. Корекция на двуверижни ДНК нарушения 
чрез хомоложна рекомбинация (HR).
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ригирани и клетките загиват при спи-
ране на действието на BER и HR меха-
низми (4).

Таргетна терапия с Poly-ADP ribose 
polymerase (PARP) инхибитори. PARP инхи-
биторите са модерна таргетна терапия на 
пациенти с високостепенен серозен, платина-
чувствителен овариален карцином, позити-
вен за BRCA мутации. Те инхибират актив-
ността на PARP протеина като се свързват 
с каталитичния домейн, който е един от ва-
жните функционални райони на гена.

Грешките в ДНК не могат да бъдат 
коригирани при патогенна мутация в BRCA1 
или BRCA2 гените и едновременно с това 
специфично подтисна функция на PARP от 
инхибитори (4). Присъствието на инхиби-
тор прекъсва връзката на PARPс репари-

ращите ензими, едноверижното разкъсване 
не може да се поправи, получава се колапс 
на ДНК и се формира двуверижно разкъс-
ване.22-24 При нефункциониращи BRCA про-
теини не може да се извърши корекцияна 
двуверижното разкъсване по механизма на 
хомоложната рекомбинация и се натрупват 
допълнителни ДНК нарушения. Карциномни 
клетки с BRCA мутация загиват под дейст-
вие на PARP-инхибитори. 

Таргетна терапия при карцином на 
яйчник. LynparzaTM (Olaparib, AstraZeneca) е 
първият одобрен от FDA орален ADP-ribose 
polymerase (PARP) инхибитор за таргетна 
терапия на BRCA дефицитни, високосте-
пенни платина-чувствителни карциноми на 
яйчник.25-28 Медикаментът се прилага след 
генетично тестване при определена група 

Фигура 4. Молекулни механизми BER и HR за репарация на ДНК нарушения.
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пациенти, които имат наследена или сома-
тична мутация в BRCA1 или BRCA2 гени. 
Според препоръките на ESMO пациентки с 
високостепенен овариален карцином трябва 
да бъдат тествани за герминативна BRCA-
мутация, а при липса – може да се обмисли 
изследване за соматична мутация, която се 
открива при 5-7% от случаите. 

Клинично проучване 19 е проведено с цел 
да се оцени ефикасността и профила на без-
опасност на olaparib като поддържащо лече-
ние на пациентки с чувствителен на платина 
рецидивирал BRCAm+ карцином на яйчници. 
Дизайнът на проучването е рандомизирано 
двойно-сляпо плацебо-контролирано фаза II с 
първична крайна цел – преживяемост без про-
гресия на болестта. Резултатите от изслед-
ването показват, че olaparib29:

|| подобрява с 6.9 месеца медианата 
на PFS и намалява риска от прогре-
сия на болестта или смърт в 82% в 
сравнение с плацебо;

|| забавя необходимостта от послед-
ваща терапия при BRCAm+ паци-
ентки (TSST е с 8.6 месеца по-дъл-
го) в сравнение с плацебо;

|| има дългогодишна ефикасност;
|| добре поносима терапия без нега-

тивен ефект върху качеството на 
живот на пациентите;

|| приемлив профил на безопасност и 
поносимост, подходящ за продъл-
жително поддържащо лечение.

Таргетна терапия при карцином на 
гърда. Резултатите от фаза III клинично про-
учване OlympiAD са представени на годишната 
среща на ASCO в Чикаго, 2017. В него са вклю-
чени пациенти с наследствени BRCA мутации 
и метастатичен карцином на гърдата, който 
е хормон-рецептор-позитивен или тройно-не-
гативен за естрогенен, прогестеронов и HER2 
рецептор. Всички пациенти предварително са 
получили два курса химиотерапия за метас-

татична болест, а хормон-рецептор-пози-
тивните пациенти са получили и ендокринно 
лечение. Пациентите на случаен принцип са 
получили olaparib – таблетки по 300 mg, два 
пъти дневно или стандартна химиотерапия 
(capecitabine, vinorelbine или eribulin). 

Най-важните резултати от това кли-
нично проучване са:

|| туморният обем намалява при 60% 
от пациентите, лекувани с olaparib 
в сравнение с 29% от пациентите 
на химиотерапия; 

|| пациентите, лекувани с olaparib 
имат 42% по-нисък риск за прогре-
сия на болестта в сравнение с тези 
на химиотерапия(средно 7.0 срещу 
4.2 месеца);

|| времето до втора прогресия е по-
дълго при пациентите на olaparib, 
което показва, че при спиране на 
лекарственото действие карцино-
мът не става по-агресивен ;

|| страничните ефекти при лечение 
сolaparib са по-малко (37% – пре-
димно гадене и анемия) в сравнение 
с химиотерапията (50% – основно-
неутропения, анемия, умора, обри-
ви). Само при 5% от пациентите 
се налага спиране на лечението с 
olaparib поради странични ефекти.

Тези оптимистични резултати са в под-
крепа на терапията с olaparib и вероятно ще 
бъдат потвърдени и в последствие за лечение 
на метастатичен карцином на гърда.

Собствен опит в генетични 

тествания със секвениране 

от ново поколение (NGS)

Мутационен спектър на пациентки 
с овариален карцином. Генетичното тест-
ване е направено с Illumina TruSight Cancer 
Panel, с който са анализирани екзоните на 
94 гени и 284 единични нуклеотидни замени, 
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асоциирани с карциномни болести. Изследва-
нето е направено с секвениране от ново по-
коление (NGS) на MiSeq платформа в СБАЛ-
ГАР „Д-р Малинов“. NGS технологията 
предлага големи възможности за мултиген-
ниизследвания и определяне на мутационния 
спектър на голям брой гени, свързани с кар-
циномна патология.

При секвениране на ДНК-и, получени 
от кръвни проби на 24 жени, са установени 
патогенни мутации в 8 от тях (33%) и ва-
рианти с неизвестно клинично значение в 8 
(33%)30 (Табл. 1). 

Шест пациентки (25%) са носителки 
на патогенни мутации в BRCA1 гена: чети-
ри имат една и съща мутация (rs80357906), 
инсерция на един нуклеотид, водеща до про-
мяна на рамката на четене. След мястото 
на мутацията генният продукт – проте-
инът има напълно различна структура в 
сравнение с нормата. Две от изследваните 
пациентки имат съответно делеция на че-
тири нуклеотиди и миссенс мутация в кон-
сервативен район: rs397508923 и rs80357370. 
Една пациентка носи патогенна мутация в 
BRCA2 гена – rs886038148.

Пациентките с BRCA герминатив-
ни мутации са насочени за таргетна тера-
пия с olaparib. В един от случаите е дока-
зана рядка нонсенс мутация в гена PPM1D 
(NP_003611.1:p.Leu484Ter), водеща до обра-
зуване на преждевременен стоп кодон. Генът 

кодира протеина фостфатаза 2С изоформа-
делта. Той се експресира от р53 при стресови 
въздействия от околната среда – йонизираща 
радиация. Функционални проучвания показ-
ват, че при стоп мутации вместо загуба на 
активност, генът се активира, придобива 
функция и обратно супресира р53-свързана 
транскрипция и апоптоза. Данните на Ruark 
Eliseet al. доказват, че промененият PPM1D 
протеин играе роля за карциноми на яйчник и 
гърда и има значение за определяне на риска и 
поведението на тези тумори.30

В групата на пациентките ни са раз-
крити варианти с неизвестно клинично зна-
чение (VUS) в следните гени: BRIP1, DICER1, 
FLCN, GATA2, MUTYH, NBN и PALB2. Всички 
варианти са много редки миссенс мутации.
Според функционални предиктори, те во-
дят до нарушена нормална функция на про-
теините и вероятно определят известна 
предиспозиция към овариален карцином. Не-
обходимо е да се направи функционален ана-
лиз, за да се определи техният ефект върху 
функцията на протени. 

Мутационен спектър на пациентки 
с карцином на гърда. За първи път у нас са 
изследвани с NGS технология 24 пациентки 
с карцином на гърда и фамилна история на 
болестта и 71 здрави контроли от същата 
възрастова група (средна възраст 35±10 го-
дини). Използван е панел от гени на Illumina, 
TruSeq CustomAmplicon.32 Определени са го-
лям брой варианти в BRCA1 и BRCA2 гени. 
В групата на пациентите е установен па-
тологичен вариант в BRCA2 с хромозомна 
позиция chr13:32890665, който засяга първия 
нуклеотид в 5’ сплайсинг района след втори 
екзон и един вероятно патологичен вариант 
с три нуклеотидна делеция, водеща до загу-
ба на валин на 1688 място. В контролната 
група са определени 2 варианта с неизвестно 
клинично значение, съответно в BRCA1 и в 
BRCA2 гени.

Таблица 1. Патогенни мутации при пациенти с 
овариален карцином.
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Медикогенетична 

консултация за изследване 

на BRCA патогенни мутации

Въвеждането на таргетна терапия 
при високостепенен серозен овариален кар-
цином за носители на герминативни или со-
матични патогенни BRCA мутации разкрива 
необходимост от нови подходи при медико-
генетичното консултиране на пациентите. 

Идентифицирането на всички носите-
ли на BRCA мутации при овариален карци-
ном и карцином на гърда е ключов момент 
за определяне на персонализиран подход към 
пациентите и се предлага като модел за най-
добра клинична практика.33 Изясняването 
на носителския статус на родствениците 
също е много важно за взимане на преван-
тивни мерки и за ранно диагностициране на 
болестта.

В различните страни се предлагат раз-
лични модели на медико-генетична консул-
тация, адаптирани при тестване на BRCA-
гените. 

Модел на „Huntington“. Той е най-раз-
пространената практика. При него се из-
вършва консултация предимно на възрастни 
незасегнати лица, които искат да си напра-
вят предиктивно генетично изследване, 
за да се установи дали носят фамилно раз-
пространена патогенна мутация.34 Ръковод-
ствата предлагат 2 до 4 сесии за медико-ге-
нетично консултиране за 3-месечен период, 
преди да бъде съобщен резултатът от те-
ста. При положителен тест се предлага 
консултация на родствениците. Консулта-
цията преди теста, проведена от клиничен 
генетик, има за цел да бъде представена на 
лицата информация по всички въпроси, свър-
зани с теста, положителни и отрицателни 
страни на изследването, възможности за 
поведение при носителство на патогенна 
мутация, риск за наследяване, превенция, 
терапевтични опции. Консултацията след 

теста има за цел предоставяне на инфор-
мация и на други професионалисти, за да се 
вземе решение дали е необходимо да се пра-
вят допълнителни генетични изследвания 
и какви превантивни мерки могат да бъдат 
предложени.

При извършване на генетично изслед-
ване с цел взимане на решение за терапия 
този подход вероятно не е възможен.

ДНК директен модел (Холандски). 
При него пациентът с карцином на гърда 
получава телефонно обаждане, написана или 
дигитална информация (която не е консул-
тация) преди извършване на генетично из-
следване.35 След получаване на резултата се 
прави директна медико-генетична консулта-
ция в лекарски кабинет, базирана на теста. 
Резултатите от рандомизирано изследване 
на два подхода – обичайната консултация 
(преди и след теста) и телефонно обажда-
не (преди теста и консултация след теста)
показват, че по-малък процент на пациенти, 
получили информация по телефона,приемат 
да бъдат тествани (84%) в сравнение с па-
циентите, получили консултация преди из-
следването (90%). При телефонния подход 
минава по-дълго време от момента на обаж-
дане до посещението на пациента за взима-
не на тест-проба. Телефонният подход не е 
подходящ за новодиагностицирани пациенти 
и за пациенти с метастатичен карцином, 
при които е важна личната среща и консул-
тация преди изследването. 

Лондонски модел – Royal Marsden. Този 
модел се прилага за пациенти с не-муцино-
зен овариален карцином, диагностициран 
преди 65 г. възраст, при овариален карци-
ном, карцином на гърда на всяка възраст.36 
Консултацията с пациента преди генетич-
но тестване се прави от специално обучени 
клиницисти (онколози), а при необходимост 
от допълнителна информация – пациентът 
се насочва към генетичен консултативен 
кабинет. Нито един от пациентите, вклю-
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чени в пилотното проучване, не е поискал 
допълнителна консултация. При инициира-
щата консултация пациентът получава ин-
формация за теста, провежда се дискусия за 
BRCA, подписва информирано съгласие, дава 
кръвна проба,попълва поръчка за ДНК анализ 
и се включва в електронно досие (EPR). При 
установяване на патогенна мутация в BRCA 
ген резултатът се дава от клинициста на 
пациента и с писмо се определя дата за ме-
дикогенетично консултиране 3 седмици след 
предоставяне на резултата. При нормален 
BRCA ген без патогенна мутация, клиници-
стът дава резултата и информация на паци-
ента. Генетичната консултация се предлага 
при поискване. При 60% от пациентите с па-
тогенна мутация няма фамилна история на 
болестта. Това показва, че фамилната исто-
рия не е достатъчно основание за насочване 
на пациентите за генетичен тест за BRCA 
мутации.

План за туморен анализ Nijmegen. Дву-
верижните нарушения в ДНК се коригират 
чрез хомоложна рекомбинация (HR), в която 
освен BRCA гените, играят роля и други HR 
гени: ATM, BARD1, BRIP1, CHEK1, CHEK2, 
FAM175A, MRE11A, NBN, PALB2, RAD51C и 
RAD51D. При 31% от пациентите с овари-
ален карцином се доказват патогенни му-
тации, от които 75% са герминативни; при 
соматичните мутации 71% са локализирани 
в BRCA гените.37 Авторите доказват, че па-
циентите със соматични или герминативни 
патогенни мутации са по-чувствителни на 
платина-базирана химиотерапия и имат по-
добра преживяемост в сравнение с пациенти-
те, носители на див тип гени. Пациентите 
със соматични патогенни BRCA мутации са 
показани за таргетна терапия с olaparib.

Планът за туморен анализ Nijmegen 
предлага изследване на BRCA соматични му-
тации в туморни проби на новодиагности-
цирани пациенти с овариален карцином пре-
ди теста за герминативни BRCA мутации. 

Ползата от този план за изследване е голя-
ма: изследването за соматични мутации в 
BRCA увеличава броя на пациентите, които 
са показани за таргетна терапия с olaparib; 
половината от пациентите с патологични 
соматични BRCA мутации са носители на 
герминативни мутации; наличието на пато-
генни соматични мутации в BRCA е индика-
ция за извършване на генетично изследване 
за герминативни мутации, за да се определи 
рисък техните родственици да развият на-
следствен карцином.

Модел на Hoogerbrugge и Jongmans. 
Nicoline Hoogerbrugge и Marjolijn Jongmans 
допускат, че бъдещият модел за медикогене-
тично консултиране ще обхване по-голяма 
част от пациентите с овариален карцином 
и техните родственици.33 Всички новодиаг-
ностицирани пациенти с епителен овариален 
карцином, консултирани от гинеколози, ще 
бъдат изследвани за соматични BRCA мута-
ции. При позитивен тест с или без позитивна 
фамилна история за болестта, пациентът 
ще получи медикогенетична консултация 
преди изследване за герминативни мутации. 
В зависимост от предпочитанията на паци-
ента това може да стане и по телефона, но 
при достатъчно ниво на познания и осигурена 
писмена и електронна информация. Резулта-
тът от изследването на герминативни му-
тации се предава на пациента и се обсъжда 
от медицински генетик в медико-генетичен 
кабинет. Пациенти с негативен тест, но по-
ложителна фамилна анамнеза също се насоч-
ват за генетична консултация (Фиг. 5).

Заключение

В българското ръководство на Нацио-
налния експертен борд за „Предиктивни и 
прогностични биомаркери в онкологията 
– методи за изследване и клиничноприложе-
ние“, МОРЕ 2017, са изведени следните ос-
новни препоръки с най-високо ниво на дока-
зателственост (A):
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Препоръчва се изследване на гермина-
тивни 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 овари-
ален 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 секвениранепо Sanger или чрез 
секвениране от ново поколение (NGS). При 
нормален резултат се препоръчва допълни-
телен MLPA анализ за наличие на делеции.

Акцентите включват:
Преди и след извършване на генетично 

изследване за мутации в BRCA1/2 гени, бо-
лните трябва да получат медикогенетична 
консултация.

При носители на герминативни BRCA-
мутации се обсъжда клинично и инструмен-
тално проследяване и/или профилактична 
хирургия на гърда и/или яйчник, според въз-
растта на пациента.
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ОБЗОР
В развитието на колоректалния карцином (КРК) участват много ключо-

ви сигнални пътища, с клиникопатологични свойства на специфични подгрупи, 
задействани от основни молекулярни промени. В статията се обсъжда ролята 
на генно-експресионното профилиране, дефинират се 5 вътрешни молекулярни 
субтипа при КРК и се описва тяхната прогностична и предиктивна стойност и 
възможността за специфичен избор на лечение. Дискутират се видовете мул-
тигенни сигнатури, тяхната роля при ранен и напреднал КРК.

ПРЕДИКТИВНИ МОДЕЛИ ПРИ РАНЕН И  

МЕТАСТАТИЧЕН КОЛОРЕКТАЛЕН КАРЦИНОМ

доц. Милка Георгиева, дбн

Българско дружество по патология

Колоректална канцерогенеза

Известният многостъпален механизъм 
за колоректалната канцерогенеза на Fearon 
и Vogelstein се основава на критичната роля 
на тумор-супресорните гени и онкогени при 
аденом и последващото развитие на карци-
ном с инактивиране на туморсупресорния ген 

adenomatous polyposis coli (APC) като иниции-
ращ агент.1 Впоследствие са идентифицирани 
и други онкогенни сигнални пътища, класифи-
цирани или като хромозомна нестабилност 
(CIN), или като мутиращ фенотип, включващ 
ДНК репаративни дефекти и аберантно ДНК 
метилиране.2 Всеки от тях се свързва с харак-
терни геномни промени (Фиг. 1).

Фигура 1. Генетични модели на КРК. i. Хромозомна нестабилнаст (CIN); ii. Мутиращ фенотип. 
Многостъпалната канцерогенеза настъпва поради различни молекулярни промени във всеки модел.
MMR mismatch repair, CIN chromosomal instability, MSS microsatellite stable, MSI microsatellite instable 
(Адаптиранo от Graham, D.M., Coyle, V. M., Kennedy, R. D., Wilson, R. H. Molecular Subtypes and Personalized 
Therapy in Metastatic Colorectal Cancer; Curr Colorectal Cancer Rep 2016;12:141-150)
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Дефиниране на 

молекулярни субтипове 

КРК: генноекспресионно 

профилиране

Молекулярното субтипизиране на КРК 
показа предизвикателства, които доведоха 
до противоречия в литературата по отно-
шение на прогностичните и предиктивни 
биомаркери. Това може би отразява хете-
рогенността на КРК, вероятно дължаща 
се на липса на ексклузивност между основ-
ните пътища на канцерогенеза и прогресия. 
Чрез генно-експресионно профилиране може 
да се оцени функцията на множество гени 
едновременно, за да се даде по-ясна картина 
на сложните характеристики на болестта 
и генетичната и епигенетична регулация. 
Тази техника осигурява по-информативен 
резултат, по-кратко време за молекулярно 
изследване и по-ниска цена за клиничната 
практика.

Ранен КРК. Голям брой генно-експреси-
онни тестове са клинично валидирани като 
прогностични за стадий II КРК, при който 
ползата от химиотерапия остава неясна.4 
Oncotype DX и ColDx тестовете са разрабо-
тени за включена в парафин туморна тъкан, 
а ColoPrint – за прясно замразена тъкан.5,6,7

 

Oncotype DX използва 12-генна сигнатура 
от гени, свързани с рецидив и клинична полза 
от 5-FU, като стратифицира тумори с ни-
сък, среден и висок риск за рецидив.5 ColDx 
(с ново име GeneFX colon) е 634-генна сиг-
натура, която различава стадий II тумори 
с нисък и висок риск за рецидив. Тестът ра-
боти по-добре от използването на тради-
ционните клиникопатологични параметри.6 

ColoPrint използва 18-генна сигнатура за кла-
сифициране на пациенти в стадий II с нисък 
и висок риск за рецидив и подобри точност-
та на клиникопатологичните параметри за 
предикция на нисък риск КРК.7

 Практически 
трудности за получаване на прясно замразе-

на тъкан могат да ограничат използването 
на този тест в рутинната клинична прак-
тика.

Авансирал КРК. Независими изследо-
вателски групи използват генно-ескпресион-
ни профили за идентифициране на вътрешни 
молекулярни субтипове.8,9,10,11

 Поради слабо-
то съответствие между получените суб-
типове от няколко генно-експресионни про-
фила, членове на Colorectal Cancer Subtyping 
Consortium комбинират данни от техните 
геномни групи, за да генерират консенсусна 
стратегия за молекулярно субтипизиране 
(CMS).12

 Направен е мащабен анализ на около 
4000 проби от КРК (основно стадии II–III), 
който идентифицира 4 молекулярни субти-
па, коректно класифициращи 78% от тези 
проби. Тези молекулярни субтипове се разли-
чават по генетични и епигенетични харак-
теристики, експресия на сигнални пътища и 
клинични свойства. Изследването докладва 
и пета подгрупа без ясно определяне.13

CMS1 включва 14% от пациентите; 
обхваща по-възрастни пациенти, жени с 
хипермутирали MSI тумори (MSI/CIMP), 
имунна инфилтрация и чести BRAF мута-
ции.

CMS2 е най-разпространеният суб-
тип, обхващащ 37%. Това са микросателит-
но стабилни (MSS) тумори, също с CIN със 
силно активиран WNT/MYC път, EGFR ам-
плификация или свръхекспресия и мутирал 
ТР53. Тези тумори са свързани с по-добра 
обща преживяемост (ОП) и произлизат пре-
димно от левия колон.

CMS3 са свързани с нисък CIN, уме-
рено активиране на WNT/MYC пътя. KRAS 
и PIK3CA мутации обикновено са намерени 
в този субтип, както и свръхекспресия на 
IGFBP2. Този субтип е намерен в 13% и е 
свързан с умерена преживяемост.

CMS4 представляват 23% от тумори-
те. Те са CIN/MSI хетерогенни, експресират 
мезенхимни характеристики с активиране 
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на TGF-beta и активни пътища като ангио-
генеза и матриксно ремоделиране (NOTCH3/ 
VEGFR2 свръхекспресия). Случват се в по-
късни стадии (III и IV). Тези пациенти се 
диагностицират в по-млада възраст и имат 
лоша преживяемост.

Една подгрупа (13 %) е също идентифи-
цирана, но некласифицирана, без общи свой-
ства между туморните тъкани. Авторите 
допускат, че или са преходен фенотип, или 
са резултат от интратуморна хетероген-
ност. Въпреки че не е терапевтичен класи-
фикатор (тъй като не е възможно проспек-
тивно да се класифицират индивидуални 
пациентски тумори в тези биологични гру-
пи), тази голяма група улесни по-доброто 
разбиране на основните биологични групи в 
КРК (Фиг. 1).12

CMS1 се диагностицира преимущест-
вено в десностранните КРК, CMS2 расте 
по-често в ляв колон и ректум. CMS4 и 
CMS3 субтиповете нямат предпочитана 
анатомична локализация. CMS4 се свързват 
с лоша прогноза, склонни са към рецидивира-
не и кратка преживяемаст, докато CMS1 
групата е с добра прогноза, редки рециди-
ви, въпреки че са много агресивни, защото 
съответстват на MSI тумори с мутирал 
BRAF.14 Трябва да се отбележи, че 13% от 
пробите показват смесени характеристики, 
съвместими с два или повече субтипа. Все 
пак, някои колоректални тумори не могат 
да бъдат класифицирани в тези предефини-
рани подгрупи и затова е необходимо допъл-
нително усъвършенстване на консенсусна-
та класификация.

Лечение, базирано на 

молекулярни субтипове

Теоретично, тези молекулярни класи-
фикации трябва да помогнат избора на най-
подходящо лечение при всеки пациент. По-
вечето тумори с MSI са включени в CMS1 
субтипа. Трябва да се отбележи, че малка 

част от туморите, експресиращи мезенхим-
ни характеристики, са класифицирани като 
CMS4. Честотата на MSI намалява с прогре-
сията на стадия: в стадий II е около 20%, в 
стадий III - 10% и стадий IV - само 5%.

Лечение на ранен стадий КРК. Тумо-
ри, диагностицирани в стадий II или III с MSI, 
имат по-добра прогноза и по-ниска степен 
на рецидивиране отколкото MSS тумори-
те.15,16

 В тези случаи се поставя под въпрос 
необходимостта от 5-fluorouracil (5-FU) 
като монотерапия за адювантно лечение. 
Негативният ефект върху преживяемост-
та на адювантна терапия с 5-FU е потвър-
ден в две ретроспективни изследвания, ли-
митирани за пациенти в стадий II и MSI.13,17 
Друго изследване показва, че при пациенти в 
стадий III и MSI, полза от терапия с 5-FU 
имат само тези с мутации в MMR гени.18 

В заключение, при пациенти в стадий 
II и MSI, адювантна терапия трябва да се 
избягва като се имат предвид добрата прог-
ноза и негативния ефект на 5-FU върху 
тяхната преживяемост. При пациенти в 
стадий III за селекция на адювантна тера-
пия понастоящем MSI детекция не трябва 
да се използва.18

Напоследък е докладван CDX2-хомео-
бокс транскрипционен фактор-2 като био-
маркер за КРК, като е показано, че CDX2-не-
гативни тумори често се асоциират с лоши 
прогностични параметри при напреднал ста-
дий, слаба диференциация, васкуларна инва-
зия, BRAF мутация и CIMP позитивен ста-
тус. Изводът е, че адювантна химиотерапия 
би могла да бъде терапевтична опция за па-
циенти в стадий II CDX2-негативни, които 
обикновено се лекуват само хирургично.19

Алгоритъм за използване на микроса-
телитна нестабилност и CDX-2 експресия 
при решаване на терапия при КРК стадии II 
и III е обобщен във Фиг.2 (не е базиран на ран-
домизирани доказателства).
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Лечение на авансирал КРК: лечение 
на CMS1 субтип. MSI туморите продуци-
рат нови протеини (с неоантигени), поради 
множество мутации с изместване на рамка-
та и дефицит на репликация на нуклеотидни 
повтори. Тези нео-протеини и нео-пептиди 
са представени на major histocompatibility 
complex 1 (MHC-1), който задейства имунен 
отговор, водещ до лимфоцитен инфилтрат 
на тумора. Затова тези пациенти могат да 
имат полза от имунно чекпойнт блокира-
не.21

 Всъщност в скорошно фаза II проучва-
не pembrolizumab (инхибитор на PD-1) даде 
40% отговор при поредица от 10 пациенти с 

MMR-дефицитен мКРК; не бе открит отго-
вор при 18 пациенти с нормален MMR.22

 По-
настоящем се провежда и се набират паци-
енти с метастатичен КРК с MSI-H във фаза 
III проучване, сравняващо pembrolizumab със 
стандартна химиотерапия.

Лечение на CMS2 и CMS3 субтипове. 
Засега има малко данни, които да насочват 
решението за лечение на всеки от тези два 
субтипа. Пациенти с CMS2 имат по-благо-
приятна преживяемост от други субтипо-
ве. В повечето случаи не са открити мута-
ции в BRAF или RAS, така, че анти-EGFR 
лечение може да е ефективно. Онкогенни-

Фигура 2. Алгоритъм за използване на MSI и експресия на CDX-2 при решаване терапия на пациенти в стадии 
II и III КРК. (Aдаптирано от Rodriguez-Salas N, Dominguez G, Barderas R, et al. Clinical relevance of colorectal 
cancer molecular subtypes; Critical Reviews in Oncology/Hematology 109 (2017) 9–19)
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те амплификации, открити в този субтип, 
могат да са потенциални терапевтични 
таргети. Тъй като често CMS2 тумори-
те имат активирани MYC и WNT-пътища, 
има изследвания върху ефективността на 
лекарства, действащи върху тези пътища - 
инхибитори на Aurora kinase A, в комбинация 
с инхибитори на MYC или Wnt-пътищата.23

Пациенти със субтип CMS3 често 
имат RAS-мутации и са резистентни към 
анти-EGFR-лечение. Тъй като те показват 
увеличена активност при различни метабо-
литни пътища, като аминокиселини, нукле-
отиди, глутамин, глюкоза, пентоза, мастни 
киселини и други, би било интересно да се 
изследва ефективността на потенциални 
инхибитори на тези метаболитни проце-
си при този молекулярен субтип, примерно 
лекарства, специфично таргетиращи ме-
таболитни пътища на аминокиселини при 
туморни клетки.24 Някои групи работят и с 
инхибитори на гликолизата, инхибитори на 
гликоген-синтаза киназата или инхибитори 
на пируват-дехидрогеназа киназите.25,26

Лечение на CMS4 субтип. Тумори 
с епително мезенхимен преход (EMT) мо-
гат да са резистентни към cetuximab, не-
зависимо от KRAS мутационния статус. 
Наличието на BRAF или PIK3CA мутации 
в този субтип може също да допринесе за 
резистентност при лечение с анти- EGFR 
медикаменти, въпреки че влиянието на фе-
нотипа понастоящем е неясно. Тумори, 
обогатени на стволови клетки, изглежда са 
особено чувствителни към FOLFIRI.27

 И об-
ратно – показано е, че индуцирането на EMT 
е свързано с придобита резистентност към 
oxaliplatin.28

Има една подгрупа в CMS4 с V600E 
BRAF мутация. Резултатите от проучва-
нето TRIBE показват, че FOLFOXIRI плюс 
bevacizumab може да бъде по-ефектив-
на комбинация, отколкото FOLFIRI плюс 
bevacizumab по отношение на подобряване 

на преживяемостта в групата с пациенти с 
BRAF мутации.28

Напоследък е докладвано, че експресия-
та на гени, асоциирани с EMT, може да бъде 
по-висока при стромални клетки (фиброб-
ласти, левкоцити и ендотелни клетки), от-
колкото в туморни клетки.7 Освен това е 
известно, че активирането на TGF-beta си-
гналния път има ключова роля в EMT проце-
са; активирането на стромалните клетки 
може да е от съществено значение за задвиж-
ването на този процес.29

 Затова е възможно 
да се спекулира, че в този молекулярен суб-
тип, лекарства, действащи на стромата и 
инхибиращи TGF-beta, може да са полезни. 
Предклинични изследвания показват, че ин-
хибирането на TGF-beta сигнализацията 
предпазва от формиране на метастази от 
органоиди чрез получен от пациент тумор. 
Тъй като ангиогенезата също е активирана 
в този субтип е възможно анти-ангиогенез-
ни лекарства да са по-ефективни.20

На ASCO 2017 са докладвани резулта-
ти от две изследвания с пациенти, включени 
в проучването CALGB 80405. Първото про-
учване анализира въздействието на консен-
сусното молекулярно субтипизиране (CMS) 
върху ОП и преживяемостта без прогре-
сия (ПБП) при пациенти с мКРК, лекувани 
с първа линия bevacizumab или cetuximab. С 
Nanostring платформа по CMS са класифици-
рани 392 пациенти от CALGB 80405, които 
са с див тип KRAS (кодон 12 и 13) първични 
тумори и е проведена корелация с ОП и ПБП. 
Описани са CMS1 (14%), CMS2 (47%), CMS3 
(2%), CMS4 (29%), неконсенсусни (8%). Па-
циенти с CMS1, лекувани с bevacizumab, 
имат значително по-дълга ОП отколко-
то тези с cetuximab (HR 0.47, 95% CI [0.24, 
0.92]). Пациенти с CMS2 и bevacizumab имат 
тенденция към по-къса ОП отколкото тези 
с cetuximab (HR 1.41, CI [0.95, 2.08]). Резул-
татите показват, че CMS са асоциирани 
с ОП и ПБП като първа линия лечение при 
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пациенти с мКРК. Предварителните данни 
говорят, че някои CMS могат да са свързани 
с ефикасността на bevacizumab- и cetuximab-
базирана химиотерапия.30

Второто изследване анализира първич-
на туморна локация като независим от мо-
лекулярните свойства прогностичен маркер 
за ОП при пациенти с мКРК. Авторите за-
ключават, че мястото на първичния тумор 
е независим прогностичен фактор, когато 
е съгласуван с възраст, синхронен/метах-
ронен, CMS, MSI и BRAF  статус. За да се 
обясни значението на мястото, са изследва-
ни клинични променливи като туморен то-
вар, метастатични места и измеримост на 
болестта.31

Заключение

Преди да се използват, молекулярните 
класификации за планиране на терапия тряб-
ва да са валидирани в други проспективни се-
рии пациенти, включително да се съберат 
повече КРК в стадий IV, тъй като пробите 
използвани за разработване и валидиране на 
молекулярните класификации са главно от 
тумори в стадии II и III. Всъщност не е из-
вестно дали метастазите възпроизвеждат 
същата молекулярна схема като първичния 
тумор. Макар да изглежда, че мутациите са 
с висока степен на съвпадение между първи-
чен тумор и метастази, може да има и разли-
ки, поради интратуморната хетерогенност 
и взаимодействията на тумора с околната 
микросреда и имунната системa.32,33

Молекулярните субтипове КРК могат 
да се считат за различни болести с различно 
биологично поведение и с потенциално раз-
лична чувствителност към химиотерапия, 
таргетни агенти и имунотерапия. За по-на-
таъшно подобрение на КРК фенотипното 
характеризиране и използването му в кли-
ничната практика, тези фенотипове тряб-
ва да могат да се определят ясно и лесно. 
Необходимо е да се проведат проспективни 

проучвания които да докажат, че при всеки 
от тези субтипове таргетни терапии или 
комбинирани имунотерапии са по-добри от 
настоящите стандарти. 
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ОБЗОР
Невроендокринните тумори (НЕТ) са хетерогенна група неоплазми, произ-

хождащи от дифузната ендокринна система, локализирана във всички органи и 
системи, което обуславя и тяхната разнообразна клинична изява. По-голямата 
част от НЕТ показват свръхекспресия на повърхностноклетъчни соматоста-
тинови рецептори SSTR1-SSTR5, взаимодействащи с естествените соматоста-
тинови фракции, като това зависи от хистологичната диференциация и вида 
на тумора. Свръхекспресията на соматостатинови рецептори от малигне-
но трансформирани клетки се използва като таргет за изобразяване на НЕТ в 
нуклеарната медицина. С навлизането в клиничната практика през последните 
години на мултимодалните SPECT-CT u ПЕТ/КТ методи, бяха синтезирани нови 
радиофармацевтици за визуализиране на НЕТ, маркирани с емисионни или пози-
тронни емитери като 99mTc-Tektrotyd, 68Ga-DOTA съединения, 18F-DOPA и т.н. 
Соматостатинови аналози, маркирани съответно с 99mТс/68Ga за SPECT-CT 
или ПЕТ/КТ изследвания, се препоръчват за определяне на точната локализация, 
степента на разпространение и биологичната характеристика на НЕТ (наличие 
и степен на свръхекспресия на соматостатинови рецептори) като предиктивен 
маркер за терапевтичен ефект от лечение със соматостатинови аналози и при-
ложение на пептидна рецепторна радионуклидна терапия.
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Увод

Невроендокринните тумори (НЕТ) 
представляват хетерогенна група неоплаз-
ми, произхождащи от дифузната ендокринна 

система, локализирана във всички органи и 
системи, което обуславя и тяхната разноо-
бразна клинична изява. НЕТ могат да са функ-
ционално активни – да секретират биологич-
но активни субстанции, които имат различна 
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клинична симптоматика; могат да са и функ-
ционално неактивни (несекретиращи). НЕТ 
са бавно растящи тумори, но с голям метас-
татичен потенциал.1-6 Често първите проя-
ви на болестта са симптомите от напреднал 
стадий – метастатичен процес и/или услож-
нение, в зависимост от тяхната локализация 
– напр. интестинална обструкция, локална 
инвазия, иктер и т.н. Несекретиращите НЕТ 
и нискодиференциранитеневроендокриннине-
оплазми протичат с органоспецифична кли-
нична картина както при карцином, т.е. без 
ендокринна симптоматика. В зависимост 
от ембрионалното развитие на храносмила-
телния тракт НЕТ са класифицирани като 
локализирани в горния, среден и долен етаж, 
съответно foregut/midgut/hindgut НЕТ. Foregut 
включва органите в гръден кош (тимус, бели 
дробове), както и горен гастроинтестина-
лен тракт: хранопровод, стомах, дуоденум, 
панкреас и черен дроб;катоmidgutсе озна-
чават тумори с произход от илеум, цьокум, 
апендикс и възходящо дебело черво;hindgut са 
групата НЕТ от трансверзално и низходящо 
дебело черво и ректум.1-6 Приблизително 75% 
от всички НЕТ са с гастро-ентеро-панкреа-
тичен произход (ГЕП НЕТ), 25% от НЕТ са 
с бронхопулмонална или тимусна локализа-
ция, 5% се развиват от останалите органи 
– млечна жлеза, щитовидна жлеза, тумори в 
областта на глава и шия и др. Според класи-
фикацията на Световната здравна организа-
ция (WHO), НЕТ могат да се развият и от 
жлези с ендокринна секреция: адреналенфе-
охромоцитем, хипофизаренаденом, параган-
глиом, невробластом, медуларен карцином 
на щитовидната жлеза.5 Описани са смесени 
ГЕП НЕТ, които са изградени едновременно 
от ендокринни, сквамозни и муцинозни клет-
ки, като невроендокринната компонента 
трябва да бъде > 30%, т.нар. смесени невро-
ендокринни – неневроендокринни неоплазми 
(Mixed Neuroendocrine Non-Neuroendocrine 
Neoplasms или MiNEN); при наличие на невро-

ендокринна компонента < 30%, туморите се 
определят като карциноми с невроендокрин-
ни клетки.5 Според степента на клетъчна ди-
ференциация, обусловена от пролифератив-
ниямалигнен потенциал и стойност на Ki-67, 
НЕТ се разделят на: високодиференцирани 
тумори – G1 (Ki67 < 3%), умеренодиференци-
рани –G2 (Ki67: 3-20%) и нискодиференцирани 
– G3 (Ki67 > 20). Нискодиференцираните G3 
НЕТ се подразделят на добре диференцирани 
невроендокринни тумори (G3 НET) и ниско-
диференцирани невроендокринни карциноми 
(G3 НЕК).5

Основни принципи на 

нуклеарномедицинските 

методи при НЕТ

По-голямата част от невроендокрин-
ните тумори (НЕТ) показват свръхекспре-
сия на повърхностноклетъчнисоматоста-
тинови рецептори 1-5 (SSTR1-SSTR5), 
взаимодействащи с естествените сома-
тостатинови фракции, като това зависи от 
хистологичната диференциация и вида на ту-
мора.1-6 Имунохистохимични изследвания при 
ГЕП НЕТ показват, че в най-голям процент 
се експресира рецепторен тип SSTR2 (84-
100% от случаите c G1-G2), в по-малка сте-
пен – SSTR3 (53-79%) и SSTR5 (55-83%), като 
честотата намалява съответно до 23% при 
нискодиференцираните G3 НЕК.5-6 Свръхекс-
пресията на соматостатинови рецептори 
от малигнено трансформирани клетки се из-
ползва като таргет за визуализиране на НЕТ 
посредством различни нуклеарномедицински 
методи.6 С оглед създаване на стабилни со-
матостатинови аналози, подходящи за тера-
певтично приложение, e синтезиран octreotid. 
Чрез маркиране със 123І (123I-Tyr3-octreotide) е 
произведен първият радиофармацевтичен 
препарат, соматостатинов аналог за визу-
ализиране на НЕТ.6,7 По-късно радиойодът 
е заменен със 111Іn, поради по-добри физични 
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характеристики и се създава най-широко из-
ползваният радиофармацевтик за изследване 
на НЕТ: 111Іn-OctreoScan, експресиращ пре-
димно подтип SSTR2-рецептори (Фиг.1).7

През 2000 г. са публикувани пър-
ви клинични резултати от приложение 
на соматостатинов аналог, маркиран с 
99mТс-HYNIC-TOC (Tektrotyd, Polatom).8 В 
сравнение със соматостатин-рецептор-

ните сцинтиграфии, провеждани с 111Іn-
OctreoScan, основните предимства на радио-
фармацевтик, маркиран с 99mТс, се обуславят 
от следните дозиметрични характеристи-
ки: (1) по-малко лъчево натовармане за паци-
ентите с ефективна еквивалентна доза на 
радиоактивността след i.v. на 970MBq 99mTc-
Tektrotyd/70 kg от 4.2mSv; (2) по-малка про-
дължителност на изследването с възмож-

Фигура 1. Структура на човешки краткоживущ (3-4 минути в кръвната циркулация) соматостатин и на 
първия стабилен соматостатинов аналог octreotide (A). Планарна соматостатин-рецепторна сцинтиграфия 
със 111In-OctreoScan в предна (А-Р) и задна (Р-А) позиция, позитивна за солитарна метастатична лезия в черен 
дроб при пациент, опериран по повод НЕТ на панкреас (Б).

1А

1Б
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ност за провеждане на еднодневен протокол 
на сканиране в рамките на 2-4 часа след 
инжектиране, без необходимост от скани-
ране 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) възможностза пригот-
вяне и дозиранe на място според конкрет-
ни нужди на пациентите.8 Публикуваните 
данни показват широко приложение на този 
радиофармацевтик при различни по произход 
и степен на диференциация НЕТ.9,10 Въвеж-
дането на хибридни SPECT-CT апарати в 
нуклеарната медицина оптимизира в голяма 
степен планарните целотелесни и SPECT 
соматостатин-рецепторни сцинтиграми 
(Фиг.2).10,11

Повишеното качеството на получения 
образ чрез корекция на разсеяното лъчение 
направи възможно изобразяване на огнища с 
размери под 10 mm. SPECT-CT-изследвания-
та позволяват коректното определяне на 

степен на разпространение, точна локали-
зация и морфологична характеристика на 
лезии с абнормно натрупване, диференциал-
на диагноза на зони с физиологичната актив-
ност спрямо такива с патологична хипер-
фиксация, особено в областта на абдомена и 
малкия таз (Фиг.3).10, 11

Тези диагностични възможности на 
хибридните SPECT-CT образи подобряват в 
значителна степен диагностичната чувст-
вителност и специфичност на планарните 
и SPECT соматостатин-рецепторни сцин-
тиграфии.10

С навлизането в клиничната практика 
през последните години на ПЕТ/КТ изследва-
нията бяха синтезирани нови радиофарма-
цевтици за визуализиране на НЕТ, маркирани 
с позитронни емитери като 68Ga,18F-DOPA 
и др.12,13,16 В научната литература бяха пуб-
ликувани данни за предимствата на ПЕТ/КТ 
метода с белязани соматостатинови анало-
зи вследствие на по-високата разделителна 
способност при детекция и значително по-
добрена чувствителност, варираща между 

Фигура 2. Пациент на 68 г. с медуларен тиреоиден карцином с клинични данни за локален рецидив и 
шийна лимфаденопатия след проведена тотална тиреоидектомия, лъчелечение и химиотерапия; серумен 
калцитонин >56 000 pg/ml. Целотелесното изследване с 99mTc-Tektrotyd показа множествени вторични 
огнища с хиперфиксация на въведения радиофармацевтик (A). На последващите прицелни SPECT-CT образи 
се визуализират тяхната точна локализация, брой, размери и морфологична характеристика: локален 
рецидив в ложето на щитовидната жлеза с експанзия в околните тъкани, билатерална латероцервикална, 
супраклавикуларна, паратрахеална и медиастинална лимфаденопатия, множествени остеолитични костни 
огнища, чернодробни вторични лезии (B). Пациентът е планиран за таргетна терапия с Caprelsa.
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80-100% при визуализиране на минимални 
по големина лезии и специфичност между 
82 и 90%.18-19 Най-често използваните пози-
троннирадиофармацевтици за визуализация 
на соматостатинекспесиращите тумори 
са 68Ga-DOTA–съединенията, от които съ-
ществуват няколко вида. Тези съединения 
като агонисти се свързват приоритет-
но с различни подтипове соматостатино-
ви рецептори: 68Ga-DOTA0-Tyr3octreotide 
(68Ga-DOTA0-TOC, 68Ga-edotreotide), 68Ga-
DOTA0-1NaI3octreotide (68Ga-DOTA-NOC) 
и 68Ga-DOTA0 -Tyr3octreotate (68Ga-DOTA-
TATE).16-18 Най-често прилаган е 68Ga-DOTA-

NOC, който е с най-висок афинитет към 
рецепторите от SSTR2-подтип, но също и 
към SSTR3 и SSTR5-подтипове (Фиг. 4).

Друго проучване показва, че точност-
та на детекция достига 96% и е значител-
но по-висока както в сравнение с тази на 
компютърната томография (с точност 
75%), така и на останалите нуклеарно-ме-
дицински методи.1868Ga-DOTA-TOC се свърз-
ва предимно със SSTR2- и SSTR5-подтип, а 
68Ga-DOTA-TATE – основно със SSTR2-под-
тип. Независимо от разликите в афините-
та, основните клинични индикации за диаг-
ностика, стадиране и рестадиране на НЕТ 

Фигура 3. Пациентка на 46 г. с невроендокринен тумор на панкреас. Проведеното SPECT-CT изследване 
с 99mTc-Tektrotyd показа интензивно натрупване на маркираните соматостатинови аналози в туморна 
формация, локализирана в тяло на панкреас и 2 чернодробни вторични огнища в десен лоб (М-стадиране), 
сигнификантни за свръхекспресия на SSTR (A,Б,B), потвърдено след направената прицелна биопсия. 
Имунохистохимичното изследване е позитивно за експресия на Chromogranin A (x10) на първичния тумор (Г); Кi 
67 < 2%, G1 и чернодробни метастази (Д,Е).
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4А

4Б

Фигура 4. ПЕТ/КТ с 68Ga-DOTA-NOC при пациент с НЕТ на стомах. Визуализират се първичният тумор 
и солитарна метастатична лезия в черния дроб (М-стадиране) с интензивно натрупване на маркираните 
соматостатинови аналози, сигнификантно за свръхекспресия на соматостатинови рецептори (A). ПЕТ/
КТ с 68Ga-DOTA-NOC при пациент, опериран по повод НЕТ на илеум. Визуализират се множествени 
чернодробни, костни и лимфогенни вторични огнища (рестадиране) с интензивна хиперфиксация на въведения 
радиофармацевтик, показващи свръхекспресия на соматостатинови рецептори (Б). С любезното съдействие на 
проф. Стефано Фанти, УБ Болоня).
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са приблизително еднакво добре покрити и 
от трите радиофармацевтика. От друга 
страна, образните характеристики не ви-
наги корелират с афинитета на свързване; 
например афинитетът на 68Ga-DOTA-TATE 
към SSTR2-подтип е почти десет пъти 
по-висок от този на 68Ga-DOTA-TOC, кое-
то обаче при директно сравнение на обра-
зите при едни и същи пациенти не показва 
по-висока чувствителност на детекция. В 
сравнително проучване на двата радиофар-
мацевтика дори се установяват по-високи 
стойности на стандартизираното отно-
шение на натрупванеSUVmax и повече визу-
ализирани туморни лезии с 68Ga-DOTA-TOC, 
отколкото с 68Ga-DOTA-TATE, което гово-
ри за непредвидимото „поведение“ на всеки 
индивидуален радиомаркер при отделни па-
циенти.19 Въз основа на данните от научна-
та литература може да се обобщи, че 68Ga 
DOTA TOC/NOC/TATE са взаимнозаменяеми 
като диагностични радиофармацевтици, въ-
преки известни разлики в афинитета си към 
различните соматостатинови рецепторни 
субтипове. Тези разлики са без съществено 
значение за диагностичните изследвания на 
НЕТ, но следва да се взимат в съображение 
при планиране на радионуклидната тера-
пия с маркирани соматостатинови аналози 
и при серийно проследяване на един и същи 
пациент.

При ПЕТ/КТ с 68Ga-DOTA-съединения 
се получава допълнителна важна диагнос-
тична информация при 14% от пациентите 
спрямо SPECT и при 21% от пациентите, 
спрямо компютърната томография.16-18Да-
нните от публикуваните научни статии 
доказват водещата роля на 68Ga-DOTA ПЕТ/
КТ и по отношение целотелесно ЯМР из-
следване с контраст, като е цитирана точ-
ност съответно 99% и 89%.16-19 Подчерта-
ва се предимството на 68Ga-DOTA ПЕТ/КТ 
при детектцията на ангажирани лимфни 
възли (100% спрямо 73%) и белодорбни лезии 

(100% спрямо 87%), но ПЕТ/КТ отстъпва 
по чувствителност при визуализацията на 
костномозъчни метастази (92%, спрямо 
99% с ЯМР ) и чернодорбни лезии (82% спря-
мо 96%).19 Други автори също определят 
водещата ролята на 68Ga-DOTA ПЕТ/КТ 
спрямо другите образни методи, при визу-
ализацията на НЕТ и определяне на стадия, 
с чувствителност от 94.8%, специфичност 
86.5%, с висока позитивна и негативна пре-
дикативна стойност от 91% и 92%.20 До-
пълнително преимущество на този метод 
е уникалната възможност за целотелесно 
изследване и количествена оценка за функ-
ционална активност на лезиите и степента 
на експресия на соматостатиновите рецеп-
тори, предпоставка за прилагане на персона-
лизирана терапия.17

Освен използването на добре известни 
и широко проучени агонисти на соматоста-
тинови рецептори, напоследък съществу-
ват публикации и върху използването на 
соматостатин-рецепторни антагонисти, 
които са със сходен афинитет към всички 
субтипове рецептори. Приложението обаче 
към момента е само пилотно и не може да се 
счита за дефинитивно валидирано.11, 23

Ролята на изследванията с маркира-
ни соматостатинови аналози е от особено 
значение при не невроендокринните тумори 
тумори с неизвестна соматостатинова екс-
пресия в контекста на възможно повлияване 
чрез използване на соматостатинов аналог, 
който в повечето случаи не влиза като тера-
певтично съображение. В рандомизирано про-
учване ефектът от дългодействащoctreotide 
при авансиран хепатоцелуларен карцином e 
сравнeнспрямо плацебо при сцинтиграфски 
доказан позитивен SSTR-статус.24 Устано-
вено е сигнификантното подобрение в обща-
та преживяемост (ОП) при SSTR позитивни 
тумори, което рязко контрастира с обща-
та кохорта без селекция на SSTR-статус25; 
това предполага ролята на соматостатин-
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рецепторната сцинтиграфиякато основен 
предиктивен фактор за отговор към тера-
пия със соматостатинови аналози.

НЕТ могат да бъдат визуализирани и 
чрез използване на други радиофармацевти-
ци, базирани на техните невроендокрин-
ни функционални характеристики. Един 
от нуклеарномедицинските методи с пре-
диктивно значение за диагностика, тера-
пия и проследяване на НЕТ e 123/131I-MIBG 
(metaiodbenzylguanidine), който се използва 
за визуализиране на тумори в надбъбречна 
медула, най-често феохромоцитом, параган-
глиом, невробластом, ганглионевробластом 
и др. Този радиофармацевтик се свързва с 
повърхностноклетъчните катехоламино-
ви рецептори, експресирани от туморната 
клетка, концентрира се в цитозола посред-
ством активен трансмембранен транспорт 
и се съхранява интрацелуларно в невро-
секреторни гранули.14Целотелеснасцинтиг

рафия с последващо SPECT-CT-изследване с 
123/131I-MIBG е много чувствителен и специ-
фичен метод за изобразяване и стадиране на 
първичен тумор и служи като предиктивен 
метод за предопределяне ефективността 
на метаболитна радионуклидна терапия с 
лечебни дози 131I-MIBG14(Фиг. 5).

Един от най-широко изследваните ал-
тернативни методи при НЕТ е 18F-DOPA ПЕТ/
КТ, приложим при невроектодермалните ту-
мори с наличие на катехоламинови рецептори 
(медуларен карцином на щитовидната жлеза, 
феохромоцитом, невробластом), които са с 
ниска или променлива соматостатинова екс-
пресия.21 Детекцията с този радиофармаце-
втик е показана за визуализиране на първични-
те туморни формации и определяне на стадия 
на болестта, като е доказана по-високата му 
точност в сравнение с другите образни мето-
ди, но няма роля за определяне на индикации за 
соматостатинова терапия21 (Фиг.6).

Фигура 5. Пациент на 5 г., опериран по повод феохромоцитом на десен надбъбрек със суспектни клинични 
данни за рецидив. На целотелесното изследване със 131I-MIBG с последващо прицелно SPECT-CT изследване се 
визуализират множествени метастатични инфилтрати в перитонеум с интензивно натрупване на въведения 
радиофармацевтик.
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ПЕТ/КТ с 18F-FDG е показан за визу-
ализация на НЕТ с по-ниска клетъчна дифе-
ренциация и слаба експресия на соматоста-
тинови рецептори, основно при G3 НЕК, 
медуларен карцином на щитовидна жлеза с 
високи стойности на серумен калцитонин 
(> 1000 pg), смесени невроендокринни – не 
невроендокриннинеоплазми (MiNEN), син-
хронни/метахронни злокачествени болести. 
Изследването с 18F-FDG ПЕТ/КТ осигурява 

важна прогностична информация за наличие 
на по-агресивни тумори и необходимост от 
прилагане на химиотерапия22 (Фиг. 7).

Провеждането на соматостин-рецеп-
торна сцинтиграфия с 99mТс-HYNIC-TOC 
(Tektrotyd) или 68Ga-DOTA ПЕТ/КТ следва да 
е съобразено с назначената терапия със со-
матостатинови аналози, като е необходимо 
да се осигури минимум 20-дневен срок меж-
ду последна апликация на дългодействащи 
препарати и сцинтиграфското изследване; 
така се избягва възможна блокада на сома-
тостатиновите рецептори. В практиката 
това се постига като сканирането се изтег-
ли максимално преди поредна апликация.1,12, 13

Основни клинични 

индикации за приложение 

на SPECT-CT с 
99m

Tc-

Tektrotyd/
68

Ga-DOTA ПЕТ/КТ 

с предиктивно значение

I. Диагностика, N/M стадиране и опре-
деляне на SSTR-статус на НЕТ: 

1. За визуализиране на суспектен пър-
вичен НЕТ в изследван орган или телесна 
структура;

2. За определяне на морфологичната 
структура, размери и точната локализация 

Фигура 6. ПЕТ/КТ с 18F-DOPA при пациент с хиперинсулинемия и хипогликемия. Визуализира се туморна 
формация, локализирана в опашка на панкреас с интензивно натрупване на въведения радиофармацевтик. След 
проведено оперативно лечение е установен инсулином (с любезното съдействие на проф. Стефано Фанти, УБ 
Болоня).

Фигура 7. Пациент на 71 г. с нискодиференциран 
невроендокринен тумор, локализиран в опашка на 
панкреас, с негативен образ на соматостатин-
рецепторната сцинтиграфия, поради липса на SSTR 
експресия и позитивен образ на 18F-FDG ПЕТ/КТ, 
сигнификантен за по-агресивен характер на тумора.
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на съмнително огнище за биопсия;
3. За откриване на окултен първичен 

тумор при метастатичен процес с неизвес-
тен първичен произход (Фиг.8).

4. За коректно N/M стадиране на бо-
лестта. 

5. Нуклеарномедицинските методи за 
визуализиране на НЕТ са строго регламенти-
рани като базисно предиктивно изследване за 
in vivo онагледяване наличието и степента на 
експресия на соматостатиновите рецептори 
и предопределяне на терапевтичния ефект 
от лечението със соматостатинови анало-
зи и пептидната рецепторна радионуклидна 
терапия на принципа на тераностиката.12 Те-
раностиката (диагностика и терапия) е нова 
концепция за специфична диагностика и при-
целно ефективно лечение след прилагането на 
една таргетна молекула, свързана с различни 
радиоактивни изотопи при пациенти с прог-
ресиращи авансирали НЕТ.12,13 Соматоста-
тиновите аналози се маркират съответно с 

99mТс/68Ga или с 177Lu/90Y за диагностични цели 
или за радионуклидна терапия. По този начин 
се визуализира наличието и плътността на 
експресираните соматостатинови рецепто-
ри, топографската им локализация и възмож-
ността за терапевтична алтернатива при 
пациенти с рефрактерни НЕТ.12,13 В идеалния 
случай планирането на радиопептидна тера-
пия следва да се извърши със същия комплекс 
хелатор/пептид, както и терапията (покри-
ване на дефиницията за т.нар. тераностици 
– една и съща молекула за терапия и диагно-
стика). Независимо от спазването на това 
правило, следва да се има предвид, че дори про-
мяната в радиометала (от 68Ga към 177Lu/Y) 
може да доведе до промени в афинитета към 
SSTR, биоразпределението и фармакокинети-
ката.21 Тераностиката се утвърждава като 
съвременен подход за персонализирана диагно-
стика и терапия при НЕТ.12,13

II. При болни с туморна хетерогенност 
по отношение на соматостатин-рецептор-
на експресия (основно при метастатични 
G3 невроендокринни тумори) се препоръч-
ва комбинирана предиктивна оценка със 
соматостатин-рецепторни изследвания и 
ПЕТ/КТ с 18F-FDG за дефиниране на рискови 
SSTR-негативни/FDG-позитивни лезии.

III. При негативна експресия на сома-
тостатинови рецептори, най-често при 
нискодиференцирани G3 НЕК и смесени НЕТ 
(MiNEN), е целесъобразно провеждане на 
ПЕТ/КТ с 18F-FDG.

IV. За проследяването на пациенти с 
НЕТ след провеждане на комплексна тера-
пия и рестадиране:

1. За ранно откриване на локален реци-
див при абнормни клинични и параклинични 
показатели, напр. повишени серумни стой-
ности на хромогранин А (CgA), CEA, калци-
тонин, серотонин или 5-HIAA в урина.

2. За откриване, локализиране и опре-
деляне на степен на разпространение на ме-
тастатичен процес.

Фигура 8. Пациентка с хепатални вторични 
огнища от невроендокринен тумор с неизвестно 
първично огнище, серумен CgA = 540 ng/ml. SPECT-
CT изследването с 99mTc-Tektrotyd е позитивно 
за туморна формация, локализирана в илеум 
и множествени разнокалибрени чернодробни 
метастатични лезии в десия лоб, някои от които 
с централни зони на некроза, сигнификантни за 
свръхекспресия на SSTR. Проведено е оперативно 
лечение и терапия със Sandostatin LAR, 30 mg/28 d.
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3. За отдиференциране на патологични 
хиперфиксиращи огнища от физиологична 
активност, фиброзна тъкан или бенигнени 
образувания.

4. За определяне степента на терапев-
тичен отговор при метастатична болест 
– пълен отговор, частична ремисия, стаби-
лизирана болест, прогресия (Фиг. 9).

V. Чувствителността на SPECT-CT 
с 99mTc-Tektrotyd/ 68Ga-DOTA ПЕТ/КТ за ту-
мори на панкреас, секретиращи биологич-
но активни субстанции, напр. инсулиноми, 
гастриноми, випоми и др., е около 50-65%.7,9 
Косвен показател е повишена стойност на 
серумен CgA, предиктивен белег за наличие 
за свръхекспресирани повърхностноклетъч-
ни рецептори за соматостатин.7,9

VI. Соматостатин-рецепторна сцин-
тиграфия се препоръчва за оценка на сома-
тостатин-рецепторeн статус като преди-
ктор за отговор към лечение с octreotide LAR 
при не невроендокриннитумори с неизвест-
на или вариабилна експресия на соматоста-
тинови рецептори, където лечението със 
соматостатинови аналози не е стандарт.

VII. Целотелесна сцинтиграфия с пос-
ледващо SPECT-CT-изследване с 123/131I-MIBG 
е много чувствителен и специфичен метод 
за изобразяване и стадиране на първичен 
тумор и служи като предиктивен метод за 
предопределяне ефективността на метабо-
литна брахитерапия с тепаревтични дози 
131I-MIBGпри НЕТ със свръхекспресия на ка-
техоламинови рецептори.14

Фигура 9. Пациент на 38 г. с НЕТ на ректум. Базисното SPECT-CT 99mTc-Tektrotyd показва хепатомегалия 
с множествени метастатичнилезии със смесен характер – с интензивно натрупване на маркираните 
соматостатинови аналози и такива, ненатрупващи радиофармацевтика и единична костна вторична лезия в 
десния фемур; серумен CgА = 691 ng/ml (3А.). След провеждане на химиотерапия и лечение със Sandostatin LAR 
контролното изследване показва прогресия на хепатомегалията и чернодробните метастатични огнища, нови 
вторични лезии в костните структури и лимфаденопатия в лява илиачна област, сигнификантни за прогресия 
на болестта (3В).
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VIII. SPECT-CT-соматостатин-рецеп-
торна сцинтиграфия или ПЕТ/КТ с 68Ga-
маркирани соматостатинови аналози се 
препоръчва за лъчетерапевтично планиране 
при невроендокринни тумори: очертаване 
на същински туморен обем (GTV) и клини-
чен прицелен обем (CTV) (Фиг.10). 

IX. Прицелните SPECT-CT сцинти-
графии с 99mTc-Tektrotyd и целотелесните 
ПЕТ/КТ изследвания с 68Ga-маркирани сома-
тостатинови аналози значително повиша-
ват чувствителността, специфичността и 
диагностичната точност на детекция при 
НЕТ в сравнение с другите образни методи.

Заключение

В заключение можем да обобщим, 
че нуклеарномедицинските изследвания 
с маркирани соматостатинови рецепто-
ри SPECT-CT с 99mTc-Tektrotyd/ 68Ga-DOTA 
РЕТ-СТ имат много важна роля като пре-

диктивни фактори за определяне на рецеп-
торния SSTR-статусна НЕТ с оглед избор 
наперсонализирантерапевтиченподход със 
соматостанови аналози и/или пептидна ре-
цепторна радионуклидна терапия привсеки-
отделенпациент с невроендокринентумор. 
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ОБЗОР
Ролята на имунната система (ИС) в процеса на възникване, развитие и 

прогресия на туморите все повече се изяснява. Взаимодействието между ИС е 
продължителен постоянен процес, който се осъществява с участието на мно-
жество клетки, клетъчни структури и сигнални пътища. Това взаимодействие 
се осъществява в туморната микросреда и детайлното му разясняване предос-
тави възможност за неговото таргетиране.

В статията се обсъждат туморната имунология, механизмите на взаи-
модействие между туморите и ИС, както и възможностите за терапевтич-
но повлияване. Обсъждат се класовете имунотерапия, както и съответните 
им предиктивни биомаркери; видовете системи и методи за изследване, както и 
тяхното валидиране. 

ИМУННИ ЧЕКПОИНТ-ИНХИБИТОРИ – PDL-1-

ЕКСПРЕСИЯ КАТО ПРЕДИКТИВЕН БИОМАРКЕР ПРИ 

НЕДРЕБНОКЛЕТЪЧЕН КАРЦИНОМ НА БЯЛ ДРОБ

проф. д-р Савелина Поповска, дмн
д-р Полина Дамянова
д-р Красимир Петров 
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Увод 

Злокачествените неоплазми се раз-
виват поради натрупване на генетични и 
епигенетични изменения, които правят ту-
морните клетки генотипно и фенотипно 
различни от нормалните. Настъпилите про-
мени в експресията на съответните анти-
гени могат да бъдат разпознати от имун-
ната система (ИС) на гостоприемника чрез 
индуциране на антиген-специфичен имунен 
отговор (ИО). В него участват клетъчни 
структури като Т-лимфоцити, антиген 
представящи клетки и други имунни клет-

ки, както костимулиращи и инхибиторни 
сигнали. 1

Туморна имунология 

Някои тумори “избягват” системата 
за имунен контрол и пролиферират при иму-
нокомпетентни пациенти. Възможна причи-
на е имунна супресия в туморната микросре-
да като резултат от взаимодействие между 
туморните и имунните клетки. В тези слу-
чаи се развива периферен Т-клетъчен имунен 
толеранс, в който участват т.нар. клю-
чови “check-point” молекули, като например 
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Programmed cell death-1 (PD-1) и Programmed 
cell death-1 и 2 лиганд (PD-L1/PD-L2), cytotoxic-
T-lymphocyte – associated antigen 4 (CTLA-
4),Glucocorticoid-induced TNFR-related gene 
(GITR) и Lymphocyte-activation gene 3 (LAG3). 
Те функционират в различни фази от ИО 
като регулират продължителността и сте-
пента на Т- клетъчнаактивност.

Първоначалните опити да се използ-
ва ИС с терапевтични цели в онкологията 
са били насочени главно към повишаване на 
имунната атака. През последните години 
резултати от клинични проучвания пока-
заха, че „освобождаването” на инхибитор-
ни пътища в ИО има доказан благоприятен 
ефект върху тумора. 

От съществуващите различни меха-
низми, два основни пътя заслужават по-го-
лямо внимание, поради забележителната 
ефективност при редица проучвания за раз-
лични видове карциноми. Това са механизмът 
на цитотоксичен Т лимфоцит-асоцииран 
антиген 4 (CTLA-4) и белтъкът, свързан с 
програмираната клетъчна смърт-1 (PD-1).23

Роля на PD1 като 

отрицателен регулатор на 

ИС

PD-1 има инхибиторен ефект върху 
ИС и участва в ефекторната фаза на ИО, 
като формира комплекс с лигандите си (PD-
L1 или PD-L2), за да упражнява ефекта.

PD-1 участва в развитие на перифе-
рен Т-клетъчен имунен толеранс. Ролята 
на PD-1 в туморната микросреда е потис-
кане активността на активираните анти-
ген специфични Т-лимфоцити. Свързване на 
PD-1 рецептора върху Т-клетките с негови-
те лиганди PD-L1 и 2, потиска тумор-специ-
фичната Т-клетъчна активност и позволя-
ва на тумора да „избяга“ от ИО (Фиг.1).

PD-L2 има помощна роля при инактиваци-
ята на ИО, а основната роля е тази – на PD-L1.

Блокирането на PD-1 върху Т-лим-
фоцитите или на PD-L1 върху туморните 
клетки възстановява антитуморната Т-
клетъчна активност. Определянето на PD-
L1 експресията на туморните клетки е ва-
жно, за установяване на пациентите, които 
биха отговорили по-успешно на анти-PD-1/
PD-L1 терапия. 

Предиктивни биомаркери 

като съпътстващи и 

допълващи диагностични 

тестове 

Предиктивните биомаркери в онколо-
гията позволяват селекция на пациенти, кои-

Фигура 1. Роля на PD-1/PD-L1 пътя за развитие на 
имунен толеранс при карциноми.



213

ИМУННИ ЧЕКПОИНТ-ИНХИБИТОРИ – PDL-1-ЕКСПРЕСИЯ ...

то биха имали полза от определено лечение и 
формират основата на стратифицираща или 
персонализирана таргетна терапия.45

С въвеждането на персонализираната 
медицина Американската администрация по 
храните и лекарствата (FDA) въведе тер-
мина „съпътстваща диагностика“, която се 
определя като диагностика, необходима за 
употребата на свързаното с нея лекарство, 
въз основа на данни за клинична му ефикас-
ност и безопасност. Съпътстващите ди-
агностични тестове (companion diagnostic, 
CDx) осигуряват съществена информация 
за ефективно и безопасно използване на оп-
ределен лекарствен продукт.

Използването с кореспондиращия ле-
карствен продукт е указано в продуктова-
та информация на медикамента и диагнос-
тичния кит.6

PD-L1 е предиктивен биомаркер, кой-
то може да бъде използван за взимане на ин-
формирано терапевтично решение при па-
циенти с метастатичен НДКБК.7

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx е първият 
и единствен аналитичен тест, валидиран и 
одобрен за идентификация на пациенти за 
лечение с Keytruda® (pembrolizumab).7

Основното предимство на съпът-
стващата диагностика е разделянето на 
пациентската популация в две подгрупи: би-
омаркер-положителни и биомаркер-негатив-
ни, което гарантира на пациентите шанс 
заклинична полза от терапията на база на 
безопасност и ефективност. 

През 2015 г. FDA въвежда и термина 
„допълваща диагностика“ за персонализира-
на терапия, която се определя като диагнос-
тично изследване, което прогнозира благо-
приятен резултат от свързан медикамент, 
чрез селектиране на пациенти въз основа на 
резултатите от анализа. Пациентите мо-
гат да бъдат лекувани със съответното ле-
карство и при отрицателни резултати от 
анализа, или ако те липсват, т.е. използване-

то на допълващи диагностични тестове не 
е задължително за лечение със съответно-
то лекарство.8

Както съпътстващите, така и до-
пълващите диагностични анализи се подла-
гат на стриктна аналитична валидация на 
процесите за точност, възпроизводимост, 
специфичност, чувствителност и устой-
чивост на резултата. И двата типа диаг-
ностика изискват използване на специфични 
аналитични реактиви и апаратура. 9,10

Имунотерапия с чекпоинт-

инхибиторни PD-L1/PD-1 

антитела при пациенти с 

НДКБК

Напредъкът в изучаване на молекуляр-
ната характеристика на НДКБК, особено 
при аденокарциномите, позволи иденти-
фициране на ключови генетични аберации, 
които могат да бъдат използвани при мо-
лекулярна таргетна терапия.11 Въпреки ус-
пеха на това лечение, възниква придобита 
резистентност, водеща до прогресия на 
болестта12и изискваща нови терапевтични 
подходи.

Туморна имунотерапия е всяка тера-
пия, която взаимодейства с имунната сис-
тема за лечение на злокачествени тумори. 
Идентифицирането на CTLA-4 и PD-1 / 
PD-L1 като ключови фактори, чрез които 
туморите избягват ИО на гостоприемни-
ка3, доведе до развитието на ново поколе-
ние имунотерапевтични средства, насочени 
към тези молекули.

Имунотерапията, таргетираща оста 
PD-L1/PD-1, е показала впечатляваща и обеща-
ваща ефикасност за бъдещето на пациентите 
с метастатичен белодробен карцином.13

Лекарствени агенти, одобрени от FDA 
за лечение на пациенти с напреднал НДКБК, 
са: за I – ва и II линия терапия – pembrolizumab 
(Keytruda [Merck & Co]); за II – ра линия те-
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рапия – nivolumab (Opdivo [Bristol-Myers 
Squibb]) и atezolizumab (Tecentriq [Genentech 
/ Roche]). 

Durvalumab (AstraZeneca) и avelumab 
(BAVENCIO, EMD Serono, Inc.) са в процес 
на клинично проучване за НДКБК. 

PD-1-инхибитори за терапия на 
НДКБК. PD-1 инхибиторите включ-
ват лекарствени агенти като nivolumabи 
pembrolizumab. 

Nivolumab е моноклонално антитяло 
– човешки имуноглобулин G4 (IgG4), което 
блокира PD-1-медиираното сигнализира-
не и освобождава Т-клетките от инхиби-
торното взаимодействие с PD-L1 и PD-L2. 
Nivolumab е активен и при различни солидни 
тумори и е одобрен от FDA за лечение на 
пациенти с напреднали НДКБК, бъбречно-
клетъчен карцином, меланом и класически 
Ходжкинов лимфом.14,15

Pembrolizumab е хуманизирано висо-
коафинитетно IgG4/kappa изотипно мо-
ноклонално антитяло, което блокира PD-1 

върху Т-клетките и води до активиране 
на тумор-специфичната им цитоток-
сичност. Pembrolizumab има оптимизиран 
фрагмент, кристализиращ регион, което 
позволява да се сведе до минимум антитя-
ло-зависимата клетъчна цитотоксичност 
(АТЗКЦТ) и комплемент-зависимата ци-
тотоксичност (КЗЦТ).16 Това действие 
е важно, тъй като интактната АТЗКЦТ 
има потенциал да причини изчерпване на 
активираните Т-клетки и тумор-инфил-
триращите лимфоцити и да доведе до 
намалена активност, поради PD-1 екс-
пресията върху съответните имунни 
клетки.17Pembrolizumab е одобрен от FDA 
за лечение авансирал НДКБК и на метас-
татичен меланом, рецидивирал или метас-
тазирал плоскоклетъчен карцином на гла-
ва и шия, класически Ходжкинов лимфом, 
локално авансирал или метастатичен уро-
телен карцином и карцином с висока ми-
кросателитна нестабилност (MSI-H), не-
зависимо от локализация или хистогенеза.

Nivolumab Pembrolizumab Atezolizumab Durvalumab

Клон на антитяло, 

използван в 

системата
28-8 (Dako) 22C3 (Dako)SP263 

(Ventana) SP142 (Ventana) SP263 (Ventana)

Интерпретативна 

оценка

Мембрана на ту-
морната клетка
(≥ 1%, 5%, 10% 
TPS)

Мембрана на ту-
морната клетка
(≥ 1%, 50% TPS)

TC1/2/3 (≥ 1%, ≥ 
5%, ≥ 50%) IC1/2/3 
(≥ 1%, ≥ 5%, ≥ 10%)

Мембрана на ту-
морната клетка
(≥ 25% TPS)

Инструмент и 

система

EnVision Flex на 
Autostainer Link 48
Optiview on 
Benchmark ULTRA

EnVision Flex на 
Autostainer Link 48

OptiView Detection 
и Amplification на 
Benchmark ULTRA

OptiView Detection 
на Benchmark 
ULTRA

FDA IVD статус IVD допълваща 
диагностика  
(НДКБК, меланом)

IVD съпътстваща 
диагностика  
(НДКБК)

IVD допълваща 
диагностика (уро-
телен карцином)

IVDI клас (уроте-
лен карцином)

Таблица 1. Диагностични платформи за PD-1 в зависимост от вида на диагностиката, прилагания медикамент 
и грaница за позитивност.
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PD-L1-инхибитори. PD-L1 инхибито-
рите възпрепятстват взаимодействието 
PD-1/PD-L1, но оставят PD-1/PD-L2 пътя 
интактен. PD-L1 инхибиторите включ-
ват atezolizumab, durvalumab и avelumab. 
Atezolizumab и durvalumab са инженерни ан-
титела на човешки IgG1 анти-PD-L1, с му-
тации в техните Fc домейни, създадени с 
цел да се отстрани както АТЗКЦТ, така и 
КЗЦТ. Avelumab е напълно човешко IgG1 ан-
ти-PD-L1 моноклонално антитяло и за раз-
лика от другите PD-1/PD-L1 инхибитори е 
запазил своята АТЗКЦТ и КЗЦТ активност 
по данни от предклинични изследвания.18

Atezolizumab е активен при уротелен 
карцином в проучване фаза I19 и в послед-
ствие е одобрен от FDA за лечение на на-
преднал стадий на уротелен карцином. Одо-
брен е от FDA и за терапия от втора линия 
при напреднал НДКБК.

Нуждата от биомаркер, който позво-
лява по-добра селекция на пациентите, е съ-
ществена за подобряване на ефикасността 
от лечението и за по-добро управление на 
разходите.

Установяване на PD-L1-

експресия при НДКБК

Туморната PD-L1 експресия, устано-
вена с имунохистохимичен (ИХХ) метод 
на изследване, е потенциален биомаркер за 
идентифициране на пациенти, които имат 
благоприятен ефект от имунотерапия с 
PD-1/PD-L1 инхибитори.13

В проучванията pembrolizumab е използ-
ван PD-L1 IHC 22C3 PharmDx (Dako) за опре-
деляне на туморната PD-L1 експресия.20,21 
Този анализ е одобрен като съпътстващ ди-
агностичен тест от FDA. В проучванията 
за nivolumab са използвали анти-PD-L1 анти-
тяло (28-8)22,23, което е одобрено като до-
пълващ диагностичен тест. Клонове SP142 
и SP263 на PD-L1 антитялото са използвани 
за определяне на PD-L1 експресията в проуч-
ванията за аtezolizumab24 и durvalumab.25

Приложението на PD-L1 като биомар-
кер e сложно, като се има предвид, че експреси-
ята на PD-L1 е част от различна съпътства-
ща или допълваща диагностика, разработена 
за всеки PD-1/PD-L1 инхибитор, а тестовете 
включват различни клонове на ИХХ антитя-
ло, протоколи за оцветяване и платформи, 
системи за оценяване и гранични стойности 
за определяне на позитивността. 26

Аналитични системи за изследване на 
PD-L1. Съществуват няколко диагностични 
платформи за PD-L1 (Табл.1), всяка от които 
използва различни клонове на антитяло, оц-
ветяващи протоколи, платформи и различни 
гранични стойности за клинични решения. 

Blueprint Project е PD-L1 сравнителен 
анализ, осигуряващ информация за аналитич-
ната и клиничната съвместимост на чети-
ри ИХХ теста: 28-8 (Dako), 22C3 (Dako), 
SP263 (Ventana) и SP142 (Ventana), използва-
ни в клинични изпитвания.

Трите PD-L1 антитела – 28-8 (Dako), 
22C3 (Dako), SP263 (Ventana), опрделени с 
метода на имухохистохимията, са близки 
по отношение на PD-L1 експресията на ту-
морните клетки, докато SP142 показва по-
ниска експресия. Всички анализи демонстри-
рат PD-L1 експресия в имунните клетки, но 
с по-голяма променливост, отколкото при 
туморните клетки.12

При взимане на терапевтични решения, 
патолозите не трябва да използват алтерна-
тивна гранична стойност, различна от тази, 
използвана за определяне на терапевтичния 
отговор при клинични проучвания за конкрет-
но лекарство. Приликата на резултатите при 
използваните анализи не доказва взаимозаме-
няемостта им за клинична употреба.

Някои методологични аспекти оказ-
ват влияние на ИХХ резултати за PD-L1 в 
трите фази на обработка на материалите. 

Преданалитична фаза. Препоръчва се 
времето на студена исхемия, т.е. от на-
чалото на ексцизията до фиксирането във 
формалин да е по-малко от 30 минути, пос-
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ледвано от фиксиране в 10% неутрален буфе-
риран формалин от 6 до 48 часа. Според ръко-
водствата заинтерпретация на 22C3 и 28-8 
pharmDx (AgilentTechnologies/Dako), критич-
на стъпка за PD-L1 ИХХ анализ е фиксиране 
на тъканите, за най-малко 3 часа. Времето 
на съхранение на неоцветени тъканни срези 
също повлиява резултатите от оцветяване-
то, като трябва да е в рамките на 2 месеца. 
PD-L1 тестовете не са валидирани в случай 
на декалцинация и се препоръчва да се изслед-
ват други тъкани, ако такива са налични.

Аналитична фаза. Няколко общи аспе-
кта трябва да бъдат контролирани и опти-
мизирани по време на аналитичната проце-
дура: избор на подходящи антитела – вид 
и концентрация на антитялото, начина на 
възстановяване на епитопи-температура, 
инкубационно време, температура нато-
пене на парафина.Предлаганите търговски 
тестове за in vitro диагностика са стандар-
тизирани и клинично валидирани. 

За т.нар. тестове, за които всяка 
лабораторня сама разработва протокол и 
процедурата за работа (laboratory developed 
tests, LDTs) от решаващо значение е извърш-
ването на адекватно валидиране, спазвайки 
правила за тази дейност.

Постаналитична фаза. Постанали-
тичната фаза започва с оценяване на оц-
ветените срези с помощта на светлинен 
микроскоп и сравняване с рутинно оцвете-
ните препарати. Интензивността на оцве-
тяването зависи от използваната система 
за усилване на сигнала. 

PD-L1 хистологична ИХХ-

оценка

PD-L1 експресия може да е налична в 
дендритни клетки, макрофаги, мастоцити, 
Т- и В-лимфоцити, както и върху ендотел-
ни и туморни клетки .27 Имунните клетки 
като инфилтриращи лимфоцити или макро-
фаги, служат като PD-L1 позитивна въ-
трешна контрола (Фиг.2 и 3).

Фигура 2. PD-L1 ИХХ оцветяване с антитяло 28-8 
(Dako) при плоскоклетъчен белодробен карцином.
Туморните клетки (стрелки) са примесени с 
алвеоларни макрофаги (звезди). Макрофагите са по-
слабо оцветени от туморните клетки.

Фигура 3. PD-L1 ИХХ оцветяване с антитяло 28-8 
(Dako); със звезда е отбелязана туморната некроза, 
която не се има предвид в отчитането. Туморните 
клетки са отбелязани със стрелка.
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Некротични или дегенерирали злока-
чествени клетки трябва да бъдат изклю-
чени от оценката. Минималният брой ту-
морни клетки, определен от производителя 
за определяне на пропорцията позитивни 
туморни клетки, е различен. Например ми-
нимумът е 50 клетки за SP142 (Ventana) и 
100 клетки за 28-8 и 22С3 pharmDx (Agilent 
Technologies/Dako).

Определяне на положително оцветя-
ване на PD-L1 при НДКБК. Критериите за 
PD-L1 позитивност не са еднакви за петте 
използвани анализа. В четири от тях – 28-8, 
22C3, SP263 и 73, 10-положително оцветява-
не с PD-L1 се дефинира като цялостно пери-
ферно или частично линеарно мембранно оц-
ветяване на туморните клетки, независимо 
от интензивността. Цитоплазмено оцве-
тяване в туморните клетки не се счита за 
положително, освен при използване на SP263 
клон антитяло. 

Немалигнени и имунни клетки, вкл. 
лимфоцити или макрофаги и некроза могат 
също да се оцветят положително за PD-
L1. Тези клетки не трябва да се включват 
в крайната оценка за определяне на PD-L1 
позитивността на тумора. 

При използване на SP142 клон антитя-
ло обаче, PD-L1-позитивните имунни клет-
ки, както и туморните клетки се включват 
в крайната оценка на PD-L1 оцветяването. 

Хетерогенност на имунооцветяване-
то на PD-L1. Експресията на PD-L1 често е 
нееднородна в изследваните тумори. Препо-
ръчва се при анализ на големи тъканни срези, 
на малко увеличение те условно да се раз-
делят на области с относително еднакво 
количество туморна тъкан и да се оценява 
всяка област, като се определя процент на 
PD-L1 позитивност. Средният процент на 
позитивност от всички области се обобща-
ва и се определя степента на позитивност 
на тумора, представен като процент по-
зитивни витални туморни клетки с пълно 

или частично мембранно оцветяване (tumor 
proportion score – TPS) за изследвания срез. 

Трудности при интерпретация на 
PD-L1 ИХХ резултат. Наличието на арте-
факти може да се дължи на неспецифичен 
фон, възникващ при неподходящо изсушава-
не, неправилно депарафиниране или непълно 
измиване на срезите; ефект на смачкване; 
некроза; артефакти в периферията на сре-
за, дължащи се на изсушаване на тъканта 
преди фиксирането или по време на процеду-
рата за оцветяване; неподходяща фиксация 
или обработка на материала.

PD-L1 позитивни лимфоцити и хисти-
оцити, разположени между PD-L1 негативни 
туморни клетки, могат да бъдат интерпре-
тирани като положителни. Алвеоларните 
макрофаги могат да имат мембранно оцве-
тяване и да бъдат използвани като вътреш-
на позитивна контрола, но може да бъдат 
оценени и като фалшиво позитивни тумор-
ни клетки, когато са близки или съседни на 
PD-L1-негативни туморни клетки. Съот-
ношението ядро / цитоплазма, нежната яд-
рена мембрана на макрофагите и съпоставя-
нето на ИХХ с рутинно оцветения тъканен 
срез може да бъде от полза. Цитоплазмено-
то оцветяване на туморните клетки не 
трябва да се отчита като позитивно. 

Препоръчва се патолозите да интер-
претират резултатите от съответните 
контроли като част от анализа на ИХХ 
резултата при оцветяване с предиктивни 
маркери.28 Видът на диагностичния кит и 
използваните диагностични критерии тряб-
ва да бъдат отбелязани в изследването. 

Тъй като терапевтичният отговор на 
PD-1/PD-L1 инхибиторите се приема като 
пропорционален на степента на PD-L1 по-
зитивност, при отчитане степента на по-
ложителни туморни клетки трябва да се 
използват категориите (напр. < 1%, 1% до 
49%; 5%; TPS > 50%), подходящи за употре-
бата на съответното лекарство.
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PD-L1 22C3 PharmDx като съпътст-
ващ диагностичен тест. Представяне на 
платформата. Характеристики на антитя-
лото и условията за имунооцветяване. PD-
L1 IHC 22C3 pharmDx е in vitro диагностичен 
(IVD) ИХХ тест, който използва мише мо-
ноклонален антитяло клон 22С3, което раз-
познава извънклетъчния домейн на PD-L1, за 
да се оцени експресията на PD-L1 във фор-
малин-фиксирани, включени в парафин тъка-
ни от НДКБК. Процедурата за оцветяване с 
ИХХ се извършва на Dako Autostainer Link 48 
платформа с валидиран протокол за оцветя-
ване. Оценява се процентът на жизнеспо-
собни туморни клетки, показващи частич-
но или пълно мембранно оцветяване спрямо 
общата площ на виталния тумор.29 Пови-
шената PD-L1 експресия (по-висок TPS) се 
свързва с по-висока честота на обективен 
отговор (ОО) и благоприятен резултат при 
пациенти, лекувани с pembrolizumab.30 През 
октомври 2015 г. PD-L1 ИХХ 22C3 pharmDx 
кит е одобрен от FDA като съпътстващ ди-
агностичен тест за лечение с pembrolizumab 
при пациенти с напреднал/метастатичен 
НДКБК.

Въпреки че PD-L1 IHC 22C3 pharmDx 
анализът е съпътстващ диагностичен тест, 
който е стандартизиран и валидиран, поня-
кога възникват някои неочаквани проблеми, 
като вариации в партидата на реагентите 
и грешките от автоматичното обработва-
не.31,29 Препоръчва се на лабораториите да 
включат контролни срези заедно с клинич-
ните случаи за тестване на PD-L1 ИХХ, за 
да се осигури ефективност на анализа, как-
то и да участват в система за външен кон-
трол. Тъкан от НДКБК, показваща области 
с положителна и отрицателна експресия на 
PD-L1, е идеална като контрола.

Паренхим от тонзила може да бъде 
използвана като възможна контрола с оц-
ветяване за PD-L1 на епитела в криптите 
и фоликуларните макрофаги в герминатив-

ните центрове и липса на оцветяване в по-
върхностния епител. Тъкан от плацента е 
друга контролна опция, при която се наблю-
дава оцветяване с PD-L1 в синцитиотро-
фобластните клетки.32

Оценка на оцветяването и отчита-
не. PD-L1 ИХХ трябва да се отчита от 
квалифициран патолог. Преди да се изследва, 
е необходима оценка на качеството на кон-
тролите. 

Най-малко 100 жизнеспособни тумор-
ни клетки са необходими за валидна интер-
претация на PD-L1 оцветяването, както и 
за оценка на контролните оцветявания. При 
наличие на по-малко от 100 жизнеспособни 
туморни клетки се препоръчва срязване в 
дълбочина на същото блокче (ако се счита, 
че може да бъде полезно) или се изследва дру-
го блокче от пациентската проба (ако е на-
лично). 

Експресията на PD-L1 се оценява чрез 
определяне на категория или процент пози-
тивност на тумора (tumor proportion score 
– TPS).20 Оценката на резултатите включва 
частично или цялостно оцветяване на мем-
браната (с интензитет 1+, 2+, 3+). Цитоп-
лазмено оцветяване, което ако е налично, не 
трябва да се включва при отчитането на 
позитивността. 

Всички други оцветени клетки като 
туморно-асоциирани имунни клетки, нор-
мални/ненеопластични/или некротични 
клетки не се отчитат. 

Резултатът се интерпретира като: 
липса на PD-L1 експресия (TPS < 1%); ниска 
PD-L1 експресия (TPS 1-49%); висока PD-L1 
експресия (TPS ≥ 50%) (Фиг. 4).

Туморът трябва да се счита за PD-L1 
позитивен, а пациентът е подходящ за те-
рапия с pembrolizumab от първа линия на те-
рапия20, ако пробата показва висока PD-L1 
експресия (TPS ≥ 50%), а за втора линия на 
лечението е необходима PD-L1 експресия ≥ 
1% TPS).
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PD-L1 анализът най-добре се оценява 
на туморни блокчета от хирургични резек-
тати. Алтернативно, оцветяването може 
да се извърши върху малки биопсични проби. 

Предиктивно значение 

Значението на PD-L1 IHC 22C3 
PharmDx анализа за прогнозиране на отгово-
ра на лечението с pembrolizumab при пациен-
ти с НДКБК е изследвано в няколко широко-
мащабни клинични проучвания.30,20,21,33

Като цяло, високата PD-L1 експресия 
се свързва с по-висока честота на обекти-
вен отговор (ОО) и благоприятен резултат 
за пациентите. Във фаза I на клиничното из-
питване KEYNOTE-001, в което са включени 
както предварително нелекувани, така и ле-
кувани пациенти с НДКБК, OО е 10.7%, 16.5% 
и 45.2%; за пациентите с TPS, съответно, 
по-малко от 1%, 1% до 49% и 50% или пове-
че.20 Преживяемостта без прогресия (ПБП) и 
общата преживяемост (ОП) са също по-до-
бри при пациенти с TPS от 50% или повече, в 
сравнение с тези с TPS < 1% или 1% до 49%.33 
Мембранната PD-L1 експресия в най-малко 
50% от туморните клетки (TPS ≥ 50%) е из-
брана като клинично валидирана стойност в 
това изследване. Оценката на PD-L1 експре-
сията в имунните клетки не подобрява пре-
диктивната стойност на теста.20

Последващото KEYNOTE-010 рандо-
мизирано проучване фаза 2/3, сравнява ефи-
касността на pembrolizumab със стандарт-
на терапия (docetaxel) при предварително 
лекувани пациенти с напреднал НДКБК и с 
позитивни резултати за PD-L1 (TPS ≥ 1%). 
Pembrolizumab превъзхожда docetaxel по от-
ношение на ОП и профила на съотношението 
полза/риск. В подгрупата, стратифицирана 
от степента на PD-L1 експресия, постепен-
ното увеличаване на честотата на ОО и ОП 
се свързва с по-висок TPS. ОО е 8.6%, 15.8%, 
22.6% и 33.7% при пациентите с TPS от 1% 
до 24%, 25% до 49%, 50% до 74% и > 75%, съ-
ответно.21 Тъй като това проучване включ-
ва само НДКБК с положителна PD-L1 ИХХ 
(TPS ≥ 1%), ефикасността на pembrolizumab 
в сравнение с docetaxel при пациенти с отри-
цателен за пациенти с PD-L1 НДКБК (TPS 
< 1%) остава неопределена. В проучването 
pembrolizumab е по-добър от docetaxel, неза-
висимо дали за оценка на PD-L1 е използва-
на нова или архивна туморна проба, което 
предполага, че и двата вида са подходящи за 
оценка.

Фигура 4. А. Пример за тумор с хетерогенно 
оцветяване за PD-L1, разделен на 4 полета за 
оценка на TPS, представени от В до Е. Вижда се 
хетерогенното оцветяване в отделните полета. TPS 
в този случай е съответно за B-E 90%, 40%, 80%, 
30%. Общият скор за TPS е 60% [=(90+40+80+30)/4].
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По отношение на първа линия на ле-
чение, изследваната подгрупа на нелекува-
ни до момента пациенти в проучването 
KEYNOTE-001 фаза 1 също показва, че ОО и 
ОП постепенно се увеличават с нарастване 
стойността на TPS. ОО е 8,3%, 17,3% и 51,9% 
при пациентите с TPS по-малко от 1%, 1% 
до 49% и ≥ 50% съответно.33 Рандомизирана 
фаза 3 на проучването KEYNOTE-024 също 
сравнява ефикасността на pembrolizumab с 
химиотерапия при нелекувани преди това 
пациенти с напреднал НДКБК, чиито тумо-
ри експресират високи нива на PD-L1 (TPS 
≥ 50%) и които нямат активираща EGFR 
мутация или ALK-транслокация. За тази 
група пациенти pembrolizumab е бил свързан 
с по-продължителна ПБП и ОП, с по-малко 
нежелани реакции в сравнение с платина-
базирана химиотерапия.34 Друга рандомизи-
рана фаза 3, KEYNOTE-042 е предназначена 
да оцени ефикасността и безопасността на 
pembrolizumab в сравнение с химиотерапия-
та като първа линия на терапия за PD-L1-
позитивен напреднал стадий на НДКБК 
(дефинирано като TPS ≥ 1%). Експресия на 
PD-L1 (TPS ≥ 50% спрямо 1% до 49%)е бил 
критерий за стратификация при рандоми-
зацията.35 Резултатите от проучването са 
предстоящи. 

Провеждат се и текущи клинични из-
питвания за тестване на ефикасността и 
безопасността на pembrolizumab в комбина-
ция с други терапевтични агенти при лече-
ние на пациенти с напреднал НДКБК. 

Ефикасността на pembrolizumab е оце-
нена при пациенти, включени в отворено, 
мултицентрично, мултикохортно изпитва-
не KEYNOTE-021 (NCT02039674); данните 
за ефикасност са лимитирани за пациенти 
с метастатичен неплоскоклетъчен НД-
КБК, рандомизирани в една кохорта (G1). 
Pembrolizumab в комбинация с химиотерапия 
е дал значителна клинична ефикасност, с ОО 
от 55% в сравнение с 28% при химиотерапия 

самостоятелно и коефицент на риска (HR) 
за преживяемост без прогресия е бил 0.53% 
(95% CI) в полза на pembrolizumab.36

За разлика от pembrolizumab като мо-
нотерапия, отговорът от лечението с тези 
схеми на комбиниране изглежда независим 
от PD-L1 експресията. Pembrolizumab в ком-
бинация с carboplatin и pemetrexed може да 
бъде ефективна терапевтична опция за па-
циенти с неплоскоклетъчен НДКБК без пре-
дходна химиотерапия.36

Заключение

PD-L1-експресията, изследвана в ту-
морните клетки на пациенти с напреднал 
стадий на НДКБК, е доказан предиктивен 
маркер за лечение с имунна терапия. PD-1 и 
PD-L1 инхибиторите са прогрес в онколо-
гията и нова терапевтична надежда за паци-
ентите с НДКБК. Точността при отчитане 
на пробите е изключително важна, предвид 
значението на окончателния резултат за 
прилагането на първа или втора линия те-
рапия. Необходимо е строго да се спазват 
протоколите за обработване на тъканните 
материали, приложени към съответните 
съпътстващи или допълващи диагностични 
тестове, както и да се отчита правилно 
позитивностт в контекст на правилно мяс-
то, брои и вид клетки и различна граница за 
позитивност за различните тестове. 
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ОБЗОР
Имунната система и малигнените тумори „съжителстват” в постоянна 

връзка помежду си и това е неизменна част от процесите на туморно развитие, 
растеж и прогресия. Нейните клетки са в постоянен контакт с туморните и 
между тези две системи се осъществява постоянно взаимодействие и обмен на 
информация, чрез който трансформираните клетки се разпознават и отстра-
няват чрез множество вродени и придобити ефекторни механизми. Това „общу-
ване” се осъществява чрез контролни точки (check points) и чрез него имунната 
система „скулпурира” антигените на тумора – процес, известен като имуноре-
дактиране. Туморите обаче развиват различни механизми за защита от имун-
ните ефектори и успяват да избегнат елиминиране от имунната система; в 
същото време могат да предизвикат и имуносупресия в туморната микросреда.

В статията се дискутират съвременните терапевтични усилия за на-
миране на фактори, премахващи имуносупресията в интимната туморна ми-
кросреда и начините за възвръщане на реактивността и ефекторната имунна 
цитотоксична функция, в това число и въздействие върху т.нар. контролни 
точки (чекпоинт). Обсъждат се сигналните пътища и молекули, участващи в 
имунния отговор, които биха могли да послужат като таргети за противоту-
морно лечение. 
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Увод

Имунната система разпознава и от-
странява трансформирани клетки чрез 
вродени и придобити ефекторни механизми. 
Същевременно тя играе активна роля в раз-
витието на тумора не само като участник 
в клетъчната трансформация, но и като 
промотор на неконтролираната пролифе-

рация и модулатор на имуногенността.1 
Това схващане е застъпено ощe от Вирхов 
който, наблюдавайки лимфоретикуларната 
инфилтрация около малигнени тумори, из-
казва хипотезата за ролята на хроничното 
възпаление в клетъчната трансформация в 
ранната фаза на канцерогенезата.2

Едно от най-важните развития в об-
ластта на туморната имунология е въ-
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веждането на концепцията за туморно-
то имуноредактиране – т.е. антигенното 
скулптуриране на тумора под въздействи-
ето на имунната система.3, 4 Като резул-
тат от това имуноредактиране, по-слабо 
антигенни и неимуногенни туморни клетки, 
които резистират на апоптоза или са с по-
вишена имуносупресивност,имат пролифе-
рационно предимство. 

Етапи на имуноредакцията – 

елиминиране, равновесие и 

туморен растеж

Имуноредакцията преминава през три 
ключови Т-клетъчно зависими фази – (А) на 
елиминиране (еlimination) – като следствие 
на протективен имунитет, (Б) на равнове-
сие (еquilibrium), при която туморни клетки, 
оцеляли след имунна атака, са в състояние 
на латентност (летаргия) и (В) фаза на ту-
морен растеж (еscape), при коятонастъп-
ват клинични прояви на болестта,поради 
имунна селекция на туморни клетки с пони-
жена имуногенност или повишена имуносу-
пресивност.

Фаза на елиминиране. В резултат 
на своята хетерогенност и/или генетична 
микросателитна нестабилност (MSI), во-
деща до недостатъчност на репариращия 
механизъм за несъвпадения (mismatch repair 
deficiency; dMMR), туморните клетки екс-
пресират неоантигени, които ги отличават 
от нормалните клетки и могат да служат за 
тяхното разпознаване и отстраняване от 
имунните ефектори. Съществуват два раз-
лични модела за активиране на антиген-спе-
цифичен имунен отговор срещу туморните 
клетки. Първият, т.нар. модел на разузна-
ването, постулира, че туморите, предста-
вящи чужди антигени, се разпознават от 
различните звена на имунната система и 
биват елиминирани още при своята поява.5 

Основната концепция във втория модел е, 

че туморни клетки, които не се разпозна-
ват в контекста на опасност (виж по-долу), 
не стимулират имунен отговор.6 Според 
него, стимулирането на Т-клетъчен имунен 
отговор към туморните антигени зависи 
от начина на представяне на последните. 
Наивните нестимулирани досега Т лимфо-
цити могат да бъдат активирани само след 
представяне на антигена във вторичните 
лимфоидни органи от специализирани клет-
ки. Разпознаването на антиген от Т клетки 
върху мембраната на туморна или здрава па-
ренхимна клетка не води до стимулация, а до 
парализа на лимфоцитите.7

Туморните клетки, подложени на 
стрес, освобождават фактори като про-
теини на топлинния шок – heat shock 
proteins (HSPs)8, молекулни последовател-
ности, характеризиращи тъканна увреда 
– tissue damage-associated molecular patterns 
(DAMPs)9 и/или микробиални HSP като па-
тоген-асоциирани молекулни последова-
телности – pathogen-associated molecular 
patterns (PAMPs).9, 10 Тези фактори са вклю-
чени в т.н. комплекс сигнали за „опасност“ 
(danger signals). С растежа на тумора и на-
стъпването на клетъчна смърт вследствие 
на неадекватно хранене или лечебна намеса 
(химио- или лъчетерапия), такива сигнали 
несъмнено се появяват. Първите клетки, 
които реагират на тези сигнали, са клетки-
те от т.н. първична имунна система – не-
утрофили, макрофаги, дендритни клетки 
(ДК). Те не притежават специализирани ре-
цептори за антиген, но реагират на сигнали 
на опасността и атакуват тумора чрез раз-
рушаване на туморния матрикс и съдовото 
му русло и чрез потискане на неоангиогене-
зата 11-14, като това довежда до освобожда-
ване на туморни антигени. 

Други клетки от първичната имунна 
система, които играят роля в откриването 
и унищожаването на туморни клетки, са 
клетките естествени убийци (natural killer – 
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NK cells).15 Те разпознават туморни клетки, 
които не експресират клас I тъканно съв-
местими молекули – т.нар. ,,missing self” хи-
потеза.16, 17 Активността им се определя от 
баланса между позитивни и негативни сиг-
нали. Позитивните сигнали постъпват чрез 
т.н Killer Activating Receptors (KARS), които 
реагират с продукти, индуцирани от клетъ-
чен стрес – MHC class I chain-related (MIC) 
MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3.18-20 
Негативните сигнали идват от т.н. Killer 
Inhibitory Receptors (KIRS), като разпознава-
нето на тъканно-съвместими молекули вър-
ху туморните клетки от KIRS блокира ак-
тивирането на NK клетките.21  Освен KIRs, 
хетеродимерът CD94/NKG2A потиска NK 
клетките. Естественият лиганд за CD94/
NKG2A е HLA-E, некласическа HLA клас I 
молекула, експресирана върху повечето лев-
коцити, включително вирус-инфектирани и 
туморни клетки.22, 23

За да се стигне до ефективна антиген-
специфична стимулация, Т лимфоцитите 
се нуждаят от най-малко от два сигнала.7 
Докато първият идва от специфичното 
разпознаване на антигена от Т-клетъчния 
рецептор, то вторият, т.н. костимулиращ, 
идва от антиген представящата клетка 
(АПК). Най-ярки представители на анти-
ген-представящите клетки са дендритни-
те клетки (ДК).24 Те произлизат както от 
миелоидната, така и от лимфоидната линия 
на хемопоезата. При хората, класическите 
миелоидни дендритни клетки произлизат 
от комитиран предшественик, насочен към 
гранулоцитно-моноцитната редица. Моно-
цити илиСD34+ стволови клетки могат да 
се насочат към дендритна диференциация 
при култивиране с гранулоцит-макрофаг 
колониостимулиращ фактор(GM-CSF), IL-4 
със или безTNF-α.25, 26 Дендритните клетки 
пребивават както в нормалните, така и в 
неопластичните тъкани. В незряло състоя-
ние те събират информация за настъпили 

антигенни промени. Узряването и мигра-
цията им се отключват от гореописаните 
сигнали на „опасност“ или от лимфокини, 
напримерGM-CSF.9, 27 Натоварените с ан-
тиген ДК мигрират към локалния дрениращ 
лимфен възел и стимулират антиген-специ-
фични Т лимфоцити, които рециркулират 
между кръвта и вторичната лимфоидна 
система. Представянето на антигена не е 
монолог от страна на дендритните клетки, 
а взаимен диалог, в който Т лимфоцитите и 
дендритните клетки разменят информация 
и съзряват взаимно.28 Накрая, пълноценно 
стимулираните Т лимфоцити индуцират 
програмиранаклетъчна смърт (апоптоза) в 
дендритните клетки, което от своя стра-
на сигнализира края на имунното стимули-
ране и е своеобразен „feedback”механизъм.29 

Този „катарзисен” момент в имунния от-
говор е изключително важен, защото пред-
пазва системата както от превъзбуждане 
с развитието на автоимунни процеси, така 
и от изтощаване вследствие на прекалена 
стимулация. 

За целите на имунотерапията дендрит-
ните клетки могат да се „натоварят” с ан-
тигенна информация в среда, далечна на тази 
около тумора и най-вероятно не съдържаща 
лимфокини, потискащи тяхната функция. 
Това може да бъде извършено както in vitro, 
така и in vivo.30, 31 Независимо, че туморните 
клетки са антигенни, съществуват механи-
зми, пречещи на тяхното елиминиране. Те 
са възникнали в процеса на еволюция и це-
лят потискане на имунологичната реакция 
към собствените антигени. Тези механизми 
включват: централния толеранс – невъзмож-
ността за активиране на имунните клетки в 
периферните тъкани, външната регулация 
на Т лимфоцитите (напр. въздействието на 
регулаторни Т лимфоцити, на миелоидни иму-
носупресивни клетки, на супресивни цитоки-
ни като IL-10), както и вътрешна регулация 
на Т клетките вследствие на неправилна и 
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прекалена антигенна стимулация (анергия и 
изтощение).32-34

Най-добре проучената костимулира-
ща сигнална верига включва CD28 Т-кле-
тъчния рецептор, който има афинитет 
за свързване към две молекули върху АПК 
– B7-1 (CD80) и B7-2 (CD86)35 – т.нар. В-7 
комплекс. Освен CD28, афинитет за свърз-
ване към В-7 комплекса има и негов хомолог 
– CTLA-4(CD152).36 Докато CD28 е консти-
тутивно експресиран върху мембраната на 
95% от CD4+ и50% от CD8+ Т лимфоцити, 
CTLA-4 е цитоплазмен протеин37 исе екс-
пресира от тези клетки само след тяхното 
стимулиране. За разлика от CD28, CTLA-4 
транслира инхибиращ сигнал и потиска Т-
клетъчното активиране38, като това е фи-
зиологичен механизъм както за изграждане 
на толерантност към автоложни антигени, 
така и за спиране на вече стимулирана имун-
на реакция към определен антиген – т.нар. 
критична точка (check point; чек поинт) в 
регулацията на Т-клетъчното активира-
не. Поради конкуренцията между CD28 и 
CTLA-4 за свързване към В-7 комплекса сла-
би антигенни дразнения не водят до стиму-
лиране и пролиферация на антиген-специ-
фични Т лимфоцити. Освен това CTLA-4 е 
конститутивно експресиран в цитоплаз-
мата на т.н. Т-регулаторни (супресорни, 
CD4+CD25+) клетки и е един от механизми-
те за тяхното имуносупресивно действие39 
и поддържане на толерантно състояние към 
собствените антигени. 

Фаза на равновесие. В тази фаза на 
равновесие и на имуноредактиране имун-
ната система държи туморните клетки 
в състояние на функционална летаргия. 
Това е състоянието на „спящите” тумор-
ни клетки. През тази фаза протича имун-
но моделиране на тумора, като в него на-
стъпва генетична нестабилност с риск за 
клонална експанзия. Някои от туморните 
клетки претърпяват генетични и епигене-

тични промени като под въздействието на 
постоянната имунна селекция се появяват 
варианти на туморни клетки, които не са 
податливи на имунна атака (загуба на анти-
гени или индуциране на имуносупресия).40-42

Фаза на туморна прогресия при 
неефективност на имунния контрол 
(escape).43 В края на фазата на равновесие 
чрез имунната селекция и скулптуриране на 
туморната тъкан се появяват неопластич-
ни клетки с понижена имуногенност и/или 
повишена имуносупресивност. В тази фаза 
поради неефективност на имунния контрол 
се стига до клинична проява и прогресия на 
злокачественото заболяване. Неефектив-
ността на имунния контрол може да се 
опосредства чрез най-различни механизми, 
в това число намалено имунно разпознаване 

(липса на туморни антигени, загуба на тъ-
канно-съвместими молекули или костимули-
ращи лиганди) и увеличена резистентност 
на туморните клетки към апоптоза (увели-
чена експресия на STAT-3 или Bcl2). 

От своя страна туморните клетки 
развиват различни механизми за защита от 
имунните ефектори. При липса на терапия 
с напредване на заболяването те започват 
да секретират лимфокини, които потис-
кат функцията на дендритните клетки.44, 45 
Дори и да достигнат до локалния лимфен 
възел, такива дендритни клетки не са в 
състояние за пълноценно общуване с анти-
ген-специфичните Т лимфоцити. Като ре-
зултат на това, взаимодействието между 
тях и Т лимфоцитите не довежда до пълно-
ценен катарзис, а продължава на ниско ниво 
до пълно изтощаване на системата. Разви-
ва се порочен кръг: с прогреса на заболява-
нето все повече и повече нефункционални 
дендритни клетки достигат до локалните 
лимфни басейни, където срещат вече полу-
изтощени антиген-специфични Т лимфо-
цити. Тези Т лимфоцити екстравазират и 
инфилтрират туморните тъкани, но тъй 
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като не са пълноценно узрели цитотоксич-
ни клетки, стимулират секрецията в ту-
морната микросреда на антиинфламатор-
ни лимфокини. При пациенти с напреднало 
неопластично заболяване като следствие 
от дефектното стимулиране, Т лимфоци-
тите са с нарушена функция (дисфункцио-
нални), като изпадат в състояние на „изто-
щение“ (T cell „exhaustion“). Това състояние 
на Т-клетъчно изтощение първоначално е 
описано като клонално елиминиране (деле-
ция) на вирус-специфични Т лимфоцити при 
хронични вирусни инфекции46, но-по-късно е 
валидирано като неспособност на Т-лимфо-
цитите да развиват мощен цитотоксичен 
отговор. Наблюдавано е и при пациенти с 
карцином.47 В туморното ложе се създа-
ва имуносупресивна туморна микросреда 
чрез синтез на Indoleamine 2,3-dioxygenase 
(IDO), на цитокини като transforming growth 
factor-β (TGF-β) иinterleukin 10 (IL-10)44, сти-
мулира се неоангиогенезата чрез VEGF. Из-
тощените Т клетки в тази микросреда са с 
повишена експресия на чек-пойнтмолекули, в 
това число PD-1 (CD279), CTLA-4 (CD152), 
Т-клетъчен муцин имунодомейн/галектин 
9 (TIM-3/galectin-9)[48], лимфоцит активи-
ращ ген 3 (LAG-3)49, 50, CD244/2B4, CD160, T 
cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains 
(TIGIT) и др.51 Туморните клетки поддър-
жат имуносупресивната микросреда и чрез 
рекрутиране на CTLA-4+ Т-регулаторни 
клетки (Tregs). Активираните Tregs пови-
шават експресията на инхибиторни молеку-
ли като glycoprotein A repetitions predominant/
latency-associated peptide (GARP/LAP), CD39/
CD73, чек-пойнт рецептори като CTLA-4, 
TIM-3, GITR, PD-1, LAG-3, като по този на-
чинзасилват още повечеимуносупресията.

Чекпоинт-инхибитори

Съвременните терапевтични усилия 
са носочени към намиране и изпитване в 
клинични условия на фактори, премахващи 

имуносупресията в интимната туморна 
микросреда и възвръщане на реактивност-
та и ефекторната функция на изтощените 
цитотоксични Т лимфоцити, в това число и 
въздействие върху т.нар. контролни точки 
(чекпоинт). Засега в клинично и експеримен-
тално проучване са следните чекпоинти съ-
ответните инхибитори:

CTLA-4. Тя е първата чекпоинт моле-
кула, използвана като мишена за въздейст-
вие. Блокирането ѝ за целите на клиничната 
практика се извършва с моноклонални ан-
титела. В практиката като инхибитори се 
използват човешки моноклонални антитела 
ipilimumab (Yervoy) и tremelimumab. 

zz Ipilimumab е одобрен през 2011 г. за 
лечение на метастатичен меланом, а 
през 2015 година за адювантно лечение 
на меланом след хирургично отстраня-
ване на тумора. 

zz Въпреки че от 2015 г. е със статут 
на orphan drug, в последвало фаза IIb 
DETERMINE клинично проучване 
Tremelimumab не води до по-висока пре-
живяемост като втора и трета линия 
лечение при пациенти с нерезектаби-
лен мезотелиом.

PD-1. регулира клетъчната функция 
и терминологично също е известен като 
чек пойнт в Т-лимфоцит опосредстваната 
антитуморна атака.52-55 PD-1 е експреси-
ран върху повърхността на Т лимфоцити, 
В лимфоцити и моноцити[56]. 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 трансмем-
бранен белтък, играещ основна роля при 
потискане на имунната система при бре-
менност, трансплантации, автоимунни и 
неопластични заболявания. Свързването 
на PD-1 към PD-L1 или PD-L2 потиска вече 
активираните Т клетки.57, 58 Експресията 



230

Милчо Минчев

на PD-L1 от туморни клетки е може би ос-
новен механизъм, чрез който те блокират 
имунната система. Тази експресия може да 
бъде конститутивна, но може и да се придо-
бива по време на еволюцията на туморните 
клетки.59 Биологично активен е мембранно-
свързания PD-L1, а пусков механизъм за екс-
пресията му е или фокална – след секреция 
на гама интерферон, или конститутивна 
и дифузна – чрез онкогенен стимул.60, 61 PD-
L1 експресията при възпалителен процес е 
компонент от адаптивния имунен отговор 
и е често свързан с наличието на имунен ин-
филтрат, докато онкогенно стимулираната 
експресия може да не е свързана с имунна ре-
акция.62, 63 Многобройни смущения в клетъч-
ната сигнализация се свързват с консти-
тутивната експресия на PD-L1, например 
– загубата на phosphatase and tensin homolog 
(PTEN) при глиобластом и колоректален 
карцином.63, 64 Увеличената активност на 
аnaplastic lymphoma kinase (ALK), водеща до 
повишената експресия на STAT3, води до ин-
дукция на PD-L1 и до избягване на имуноло-
гичния контрол при лимфоми.65

Блокирането на оста PD-1-PDL-1(2)с 
цел премахване на Т-клетъчното изтощава-
не в експериментални и клинични условия се 
постига с прилагане на моноклонални анти-
тела срещу PD-1 и PDL-1. 

Анти–PD-1 антитела, навлезли в 
клиничната практика, са човешкото мо-
ноклонално антитяло nivolumab (Opdivo)
ихуманизиранитеpembrolizumab (Keytruda), 
BGB-A317 и PDR001.

zz Nivolumab (Opdivo) е одобрен през 2014 
г. при метастатичен меланом, непо-
влияващ се от друга терапия, през 2015 
г. за метастатичен недребноклетъчен 
карцином на бял дроб (НДКБД) след 
прогресия при терапия с платина и при 
метастатичен карцином на бъбрек, 
през 2016 г. при класически Ходжкинов 
лимфом при рецидив или прогресия след 

автоложна трансплантация на ство-
лови клетки и лечение с brentuximab/
vedotin. От 2017 г. Nivolumab се прилага 
и при пациенти с локално авансирал или 
метастатичен уротелиален карцином 
след терапия с платина.

zz Pembrolizumab (Keytruda) е одобрен за 
клинично приложение през 2014 г. при 
пациенти с метастатичен меланом, 
неповлияващ се от друго лечение и при 
напреднал или метастатичен НДКБД. 
През 2017 г. е одобрен като втора ли-
ния при сквамозникарциноми нагла-
ва и шия след терапия с платина, при 
класически рефрактерен Ходжкинов 
лимфом и като първа линия лечение на 
авансирал НДКБД при PD-L1 експреси-
яв > 50% от туморните клетки. През 
май 2017 г. Американската агенция 
по хранитеи лекарствата (FDA)одо-
бри pembrolizumab за лечение на нео-
перабилни или метастатични солидни 
тумори с генетична микросателитна 
нестабилност, а при колоректални 
карциноми – такива, които прогреси-
рат на фона на химиотерапия. 

zz BGB-A317 – от 2016 г. е в клинични 
проучвания за солидни тумори. 

zz PDR001 – в клинично проучване от 
2015 г. в комбинация с анти-LAG3 мо-
ноклонално антитяло (вж. по-долу) при 
солидни и хематологични неоплазии

zz TSR-042 – в клинично проучване от 
2016 г. като монотерапия или в комби-
нация с анти- LAG3 моноклонално ан-
титяло (вж. по-долу) при ендометриа-
лен карцином

Анти–PDL-1 антитела, навлезли в 
клиничната практика, са хуманизираното 
мосоклонално антитяло atezolizumab и чо-
вешките моноклонални антитела avelumab 
и durvalumab. 



231

КОНТРОЛНИ ТОЧКИ (CHECK POINTS) И СПОСОБИ ЗА ПОВЛИЯВАНЕ ...

zz Atezolizumab (Tecentriq) е одобрен през 
2016 г. при пациенти с напреднал или 
метастатичен уротелиален карцином, 
неподходящи за лечение с платина или 
такива които прогресират (1) на фона 
на цисплатинова химиотерапия или (2) 
в рамките на на 12 месеца от неоадю-
вантна или адювантна такава. Одо-
брен е и за лечение на метастатичен 
НДКБД прогресиращ на фона на или 
след платинова химиотерапия. При па-
циенти с EGFR или ALK геномни абе-
рации Tecentriq се прилага след съот-
ветното таргетно лечение. 

zz Avelumab (Bavencio) от 2015 г. е в кли-
нични проучвания за солидни тумори, а 
през 2017 г. е одобрен за пациенти над 
12 г. възраст с метастатичен Мер-
кел-клетъчен карцином и пациенти с 
локално авансирал или метастатичен 
уротелиален карцином, които прог-
ресират (1) на фона на цисплатинова 
химиотерапия или (2) в рамките на на 
12 месеца от неоадювантна или адю-
вантна ХТ. 

zz Durvalumab (Imfinzi) е в клинични про-
учвания при солидни тумори от 2016 
г., а от 2017 г. е одобрен от FDA за 
лечение на пациенти с локално аван-
сирал или метастатичен уротелиален 
карцином, които прогресират (1) на 
фона на цисплатинова химиотерапия 
или (2) в рамките на на 12 месеца от 
неоадювантна или адювантна така-
ва. FDA също одобри платформата 
VENTANA PD-L1 (SP263) (Ventana 
Medical Systems, Inc.) като тест за 
оценка на PD-L1 експресия върху пара-
финово блокче, съдържащо фиксирана 
във формалин тъкан от уротелиален 
карцином. 

Домейн на Т-клетъчния 

протеин имуцинов домейн 3 

(TIM-3)

Това е тип I гликопротеин, експресиран 
преди всичко върху мембраната на активи-
рани Т-лимфоцити и миелоидни клетки. Реа-
гира с β-galactoside-свързващ лектин, познат 
като galectin-9 (Gal-9),и фосфатидил серин– 
ранен маркер за настъпваща апоптоза.В 
предклинични модели на солидни и хемато-
логични неоплазии TIM-3 маркира най-су-
пресираните и дисфункционални CD8+ T 
клетки.48, 66 Смята се, че TIM-3 потиска 
ефекторната функция на активираните Т 
клетки и съкращава преживяемостта им. 
Експресията му е повишена при изтощени Т 
лимфоцити и поради това представлявадо-
бра мишена за терапевтично въздействие. 
TIM-3 е критична точка (чекпойнт), лими-
тираща продължителността и големината 
наотговорите на Th1 иTc1 Т-лимфоцитите.

Подобно на PD-1 инхибирането, самос-
тоятелна TIM-3 блокада е ефективна при 
експериментални модели на колоректален 
карцином.67 Значително по-ефективно е 
съвместното блокиране на TIM-3 и PD-1 ве-
ригите.48 Терапевтичен отговор се наблюда-
ва и при мишки с остра миелогенна левкемия 
(AML). В клинично изпитване са следните 
моноклонални антитела:

zz TSR-022 e анти-TIM-3 моноклонално 
антитяло,което е от м. юли 2016 г. 
в клинично проучване при пациенти с 
авансирали солидни тумори. 

zz MBG453 анти-TIM-3 моноклонално ан-
титяло, което е от 2016 в клинично 
проучване при пациенти с авансирали 
солидни тумори. 

LAG3 (CD223) 

Това е протеин от имуноглобулино-
вата суперфамилия (IgSF)68, експресиран е 
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върху мембраната на активирани Т лимфо-
цити, клетки естествени убийци, В клетки 
и плазмацитоидни дендритни клетки. Той е 
основен лиганд за клас II тъканно съвмести-
ми молекули, като афинитета му на свърз-
ване е по-висок от този на CD4. Eкспреси-
ран е върху ефекторни CD4+ T cells и върху 
CD4+ T–регулатони клетки. Смята се,че 
LAG3 ограничава автоимунните реакции, 
но продължителна експресия заедно с други 
толерогенни имунни рецептори като PD1, 
TIGIT, TIM3, 2B4, CD160 води до функцио-
нално изтощаване, изявяващо се в липса на 
цитокинова секреция, цитолитична актив-
ност и клетъчна пролиферация.69 В момента 
в клинични проучвания са включени четири 
LAG3-насочени агенти. Първият изпитан 
препарат е IMP321, разтворим димерен ре-
комбинантен протеин, състоящ се от чети-
ри извънклетъчни LAG3 домейна свързани 
към Fc-фрагмента на човешки IgG1 (LAG3-
Ig). Началната идея е той да бъде използван 
като LAG3 антагонист, но впоследствие 
е включен като адювант за активиране на 
АПК, тъй като взaимодействието му с клас 
II тъканно-съвместими молекули върху не-
зряли дендритни клетки води до експресия 
върху мембраната им на CD80/CD86 компле-
кса, секреция на IL-12 и TNFα и формиране 
на дендритни израстъци.70 Понастоящем са 
в ход няколко клинични изпитвания на ком-
бинация от IMP321 както с активна имуни-
зация с тумор-асоциирани антигени, така и 
с чек-пойнт инхибитори (pembrolizumab) или 
химиотерапевтици. 

Таргетиране на LAG3 с моноклонал-
ни антитела

zz BMS-986016 е първото анти-LAG3 
mAb, което в момента се изпитва в 
няколко фаза I и фаза II клинични про-
учвания като монотерапия или в ком-
бинация с nivolumab при солидни и хема-
тологични неоплазии. 

zz LAG525 е хуманизирано IgG4 анти-
LAG3 mAb (Novartis) е във фаза I/II 
клинично проучване като монотерапия 
или в комбинация с PDR001 при солидни 
или хематологични неоплазии. 

zz MK-4280 – анти-LAG3 mAb (Merck) – 
във фаза I клинично проучване за солид-
ни неоплазии

zz TSR-033 – анти-LAG3 mAb (Tesaro) – 
във фаза I клинично проучване като мо-
нотерапия или в комбинация с TSR-042 
при авансирали солидни тумори

zz В момента се разработват биспеци-
фични моноклонални антитела, свърз-
ващи PD-1 и LAG3

TIGIT (познат също като WUCAM, 
Vstm3, VSIG9). Той е от семейството на 
полиовирус рецепторите (PVR)/nectin; про-
теин от имуноглобулиновата суперфамилия 
(IgSF). Експресията му е ограничена върху 
лимфоцити, основно върху ефекторни и ре-
гураторни CD4+ T клетки, фоликулярни хел-
перни CD4+ T клетки, ефекторни CD8+ T 
клетки и NK клетки.71-74 Известни са някол-
ко различни механизми на действие на TIGIT. 
Свързването му с рецептор върху дендрит-
ни клетки води до експресия на IL-10 и на 
понижена секреция на инфламаторни цито-
кини като IL-12.75 TIGIT намалява производ-
ството на гама-интерферон (IFN-g) от NK 
клетките.76 Смята се че TIGIT, експресиран 
върху тумор-инфилтриращи Т лимфоци-
ти (TILs), се свързва със CD112 (nectin-2; 
poliovirus receptor related-2; PVRL2) и CD155 
(poliovirus receptor; PVR; nectin-like protein 5; 
NECL-5). В резултат CD112 и CD155 не вза-
имодействят с костимулиращия рецептор 
CD226 (DNAX Accessory molecule-1; DNAM-
1), и по този начин се блокира активиране-
то на NK и CD8+ T клетки. Свързването на 
TIGIT с моноклонални антитела, подобно на 
свързването на CTLA-4, води до премахване 
на имуносупресията в туморната микро-
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среда. В момента се провеждат следните 
клинични проучвания с агенти, насочени сре-
щу TIGIT:

zz MTIG7192A – комбинация на човешко 
моноклонално антитяло MTIG7192A 
(Genentech) и atezolizumab (Tecentriq) при 
пациенти с локално авансирали или ме-
тастатични неоплазии (NCT02794571)

zz BMS-986207 – приложениие на човешко 
моноклонално антитяло BMS-986207 
(Bristol Myers Squibb) – (самостоя-
телно или в комбинация с nivolumab 
(Opdivo)) при пациенти с локално аван-
сирали или метастатични неоплазии 
(NCT02913313)

zz OMP-313M32 – приложение на моно-
клонално антитяло (OncoMed) при 
пациенти с локално авансирали или ме-
тастатични неоплазии (NCT03119428)

zz COM701 (Compugen), антитяло, кое-
то таргетира PVRIG (CGEN-15029). 
PVRIG е клетъчно-мембранен рецеп-
тор за NECTIN2, който транслира сиг-
нал, потискащ Т клетъчното активи-
ране. Клинично проучване ще започне в 
края на 2017 г.

IDO. Това е първият ензим, определящ 
скоростта на триптофановия катаболизъм, 
който катализира окисляването на L-трип-
тофан в N-формилкинуренин. Деплецията 
на триптофан води до потискане на Т-кле-
тъчната пролиферация и последваща иму-
носупресия. В туморната микросреда IDO 
катаболизира L-триптофан в N-формилки-
нуренин, блокира пролиферацията и съкра-
щава преживяемостта на Т лимфоцитите. 
Широка гама от локализации на злокачест-
вени тумори при човек (простата, колон, 
ректум, панкреас, маточна шийка, стомах, 
яйчник, бял дроб и др.) са с повишена експре-
сия на IDO (hIDO).77, 78 Експресията на IDO 
се контролира от туморния супресор Bin1, 

който е потиснат в туморните клетки и 
комбинирането на инхибитори на IDO по 
време на химиотерапия възстановява иму-
нологичния контрол и води до добър тера-
певтичен отговор при иначе резистентни 
тумори.79 За потискане на активността на 
IDOсе използват следните агенти:

zz Epacadostatе е орален хидроксиамидин, 
в клинични проучвания с добри резул-
тати в комбинация с анти–PD-1 инхи-
битори при меланом и НДКБД.

zz Indoximod (NLG-8189) е орален мети-
лиран триптофан, изпитван в клинич-
ни проучвания с анти–PD-1 инхибито-
ри или химиотерапия при авансирали 
солидни неоплазии.

zz BMS-986205 е изпитван в комбинация 
с nivolumab или nivolumab и ipilimumab 
при авансирали солидни тумори.

zz GDC-0919, познат също като NLG919 
и RG6078, е изпитван в комбинация с 
atezolizumab при авансирали солидни 
тумори.

В последните години се натрупа ин-
формация за нови молекули, които доприна-
сят за тумор-индуцираната имуносупресия 
като CD7380, аденозинови рецептори81, 82 
и нови молекули от семейството на B7, в 
това число V-domain Ig suppressor of T cell 
activation (VISTA) 83, 84 и B- and T-lymphocyte 
attenuator (BTLA).85, 86

Предиктивни биомаркери

Навлизането на имунотерапията в 
онкологията, в това число на имунните 
чек-пойнт инхибитори, революционизираха 
лечението на пациентите със злокачест-
вени болести. За съжаление, с изключение 
на експресията на PD-L1 в туморни клет-
ки при НДКБД, все още липсват валидирани 
предиктивни биомаркери за селектиране на 
подходящи за това лечение пациенти, които 
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да спестят страничните ефекти на тези, 
които ще са резистентни на имунотерапия; 
така ще се постигне и икономия на сред-
ства. При това PD-1/PD-L1 експресията е 
динамичен процес, който се влияе от много 
фактори като съпътстващо лечение основ-
но с таргетни терапии.87

Други обещаващи предиктивни биомар-
кери, основно молекули относими към иму-
носупресивната туморна микросреда, като 
TILs88, IDO89, 90, BCL-2 interacting mediator of 
cell death (Bim)91, IFN-g92, са обект на изсле-
дователски интерес. Засилва се интересът 
и към анализ на соматичния мутационен 
ландшафт на тумора, тъй като се наблю-
дава корелация между ефективността на 
имунотерапията и високия мутационен 
товар.93, 94 Засега обаче цялостното екзом-
но секвениране е скъпо, времеемко и поради 
това рутинно неприложимо.95

Увеличена честота на соматични му-
тации се наблюдава при тумори с недоста-
тъчност на репариращия механизъмза несъв-
падения (mismatch repair deficiency; dMMR). 
DMMR тумори, независимо от анатомична 
локализация и хистологичен тип са по-подат-
ливи на имунотерапия.96-98 Поради това MMR 
статусът може да се окаже приложим и поле-
зен предиктивен биомаркер, още повече че е с 
добра прогностична стойност. Независимо 
от агресивната си хистология, dMMR тумо-
рите са с добра клинична прогноза.99 Поради 
това MMR статусът е един от най-обе-
щаващите биомаркери с предиктивна стой-
ност и в клинични проучвания dMMR тумори 
се повлияват отлично след имунотерапия с 
чекпойнт инхибитори.100

Заключение

И двата биомаркера, одобрени засега 
за имунотерапия – dMMR and PD-L1, имат 
относителна, но не и абсюлютна предик-
тивна стойност за терапевтичен отговор. 
По-подробно вникване в естеството на ту-

морната микросреда ще доведе до по-добро 
разбиране на туморната патофизиология 
и индивидуализиране на терапията. В мо-
мента се разработват нови мултиплекс-
ни платформи, позволяващи едновременен 
анализ на множество биомаркери от тъкан 
върху едно предметно стъкло. Това ще поз-
воли интегриране на геномни, молекулярни, 
фенотипни и клинични фактори за създаване 
на сигнатури с далеч по-мощни предиктив-
ни стойности за имунотерапията на злока-
чествените болести. 
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ОБЗОР
Молекулярно-генетичният профил на малигнения меланом (ММ) предос-

тавя информация с предиктивно значение за лечение не само с BRAF-инхибито-
ри, но и с имунотерапия с анти-PD1, анти-CTLA4 антитела или тяхната ком-
бинация.

В статията се обсъждат множество предиктивни фактори (брой митози, 
туморна дебелина, наличие на улцерация, експресия на PD1-L и наличие на ту-
мор-инфилтриращи лимфоцити и др). Обсъждат се и молекулярнопатологични 
маркери, тяхното прогностично и предиктивно значение за отговор към лече-
ние с таргетни медикаменти или имунотерапия, както и създаването на „раков 
имунограм” като предиктивен модел за отговор към лечение.

ПРЕДИКТИВНИ МОДЕЛИ ПРИ РАНЕН И АВАНСИРАЛ 
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Увод

Малигненият меланом (ММ) е мелано-
цитен тумор с постоянен темп на годиш-
но увеличение на заболеваемостта средно 
3%. Като нозологична единица се състои 
от няколко клинични форми с различни мо-
лекулярно-патологични характеристики 
(водещи генетични мутации). Нарастване-
то на заболеваемостта се дължи предимно 
на индуцираните от ултравиолетови лъчи 
ММпо откритите части на тялото (с или 
без хронично увреждане на кожата) с воде-
щи мутации в BRAF и NRAS и спорадични – 
акрални, при които има и с-КІТ мутации; му-
козни, предимно със с-КІТ мутации и увеални 
с GNAQ и GNA11 мутации. Честотата на 
спорадичните ММ нараства много по-бавно.

Дългосрочната прогноза на първичния 
ММ зависи от туморния стадий при начал-

но лечение. Той се определя от туморната 
дебелина в mm и наличието на улцерация. 
Десетгодишната преживяемост при паци-
ентите с Т1 е 92%, с Т2 – 80%, с Т3 – 63% 
и с Т4 – 50% (p < 0.0001). Митотичната ак-
тивност също има прогностично значение, 
но е по-неопределена и затова не се включва 
в VІІІ ревизия на TNM класификацията.1, 2

Туморната дебелина, наличието на ул-
церация и високият брой митози имат пре-
диктивно значение при биопсия на страже-
вия (сентинелен) лимфен възел за откриване 
на метастаза.3,4 Метастазата в стражевия 
възел е предиктор за риск от метастазира-
не в други регионални лимфни и е най-важни-
ят показател за метастатичен потенциал 
на тумора (p < 0.00001).5

В Българи я диагнозата и лечение-
то на първичния ММ е предимно в стадий 
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Т3 (37.5%) и затова 5-годишната прежи-
вяемост е по-ниска от 70%. В САЩ и Ав-
стралия, ММ се открива в много по-ранен 
стадий Т1 (72%), но тези ранни ММ при-
чиняват смъртта на най-много пациенти 
(29% – „Low risk paradox”). Обяснение на 
този „парадокс” се търси в настъпилите 
ранни генетични изменения при ММ – от 
генетичния профил (P. Lorigan, ASCO 2017). 
Резултатите от различните изследвани па-
нели обаче не се припокриват. Най-надежден 
за сега е 31 – gene expression profile (GEP) test, 
Decision Dx®-Melanoma, при който се опре-
деля панел от нискорискови изменения (Клас 
І) и високорискови (Клас ІІ). GEP клас ІІ има 
почти същото прогностично значение като 
метастаза в стражевия възел.6 Сега се по-
ставя въпроса дали GEP, като молекулярен 
предиктор, може да замести биопсията на 
стражевия възел и дали пациентите клас ІІ 
биха имали полза от адювантна терапия.

При проучванията за адювантна тера-
пия във ІІв, ІІс и ІІІ стадий с алфа interferon 
и пегилиран интерферон, улцерацията на 
първичния ММ има предиктивно значение за 
полза от лечението.7

При неприключените проучвания за 
адювантна терапия в ІІІ стадий, междинни-
те резултати показват, че микрометастази 
в регионалните лимфни възли (ІІІа 1-2) може 
да са предиктивни за терапевтичен резул-
тат и от interferon, докато макрометаста-
зи (ІІІ 2 а-в, ІІІ 3) – за чекпойнт инхибито-
рите (ipilimumab, pembrolizumab, nivolumab).

Ранно откриване на прогресия на болес-
тта след операция във ІІ/ІІІ стадий досега 
разчиташе на проследяване на стойностите 
на различни серумни биомаркери, изследвани 
самостоятелно или в панели (S100 проте-
ин, LDH), като S100 протеин е позитивен в 
37% от случаите на рецидив, но само в 5.5% 
е първи признак за прогресия с ниска специ-
фичност от 29%; LDH е позитивна само в 
2% от случаите. Сега за най-надежден био-

маркер се приема циркулиращата туморна 
ДНК (ctDNA) и е включена в панела за про-
следяване на пациентите в проучванията за 
адювантна терапия.8

Пациентите с нерезектабилен ММ в 
стадий ІІІс и ІV подлежат на таргетна или 
имуно-терапия. В повече от 40% от случа-
ите на метастатичен ММ се установява 
мутация на BRAF, в 20% на NRAS, а c-KIT е 
най-честата мутация при мукозните мела-
номи. Пациентите с BRAF и NRAS мутации 
имат по-лоша прогноза от тези с див тип, 
ако не проведат таргетна терапия, докато 
тези с с-КІТ имат по-добра от дивия тип.9, 10

BRAF-мутацията е много силен преди-
ктор за успешно лечение с BRAF-инхибитор. 
Първична резистентност се установява 
само в 10% от случаите поради ранна загуба 
на функцията на PTEN и CDK4/6N2A. Вто-
ричната резистентност настъпва медиан-
но след 6.9 месеца (mPFS) при монотерапия 
с BRAF-инхибитор и след 11 – 12 месеца при 
комбинацията BRAF- и МЕК-инхибитор. 
От изследванията на ctDNA се очаква освен 
мониториране на терапията, ранно откри-
ване на прогресия при пълен отговор, да се 
установява и причината за резистентност. 
S100 и ЛДХ имат прогностично и предик-
тивно значение. ЛДХ участва и в M- кате-
горията на TNM. При подгруповия анализ на 
резултатите от таргетната терапия се 
установяват клинични и биохимични фак-
тори, които имат както прогностично, 
така и предиктивно значение за резултат 
от терапията.

При проучванията с vemurafenib +/- 
cobimetinib (BRIM2, BRIM3, coBRIM) се ус-
танови, че най-голямо предиктивно значение 
има нивото на LDH (в норма vs < 2 ULN vs 
> 2 ULN). Другите рискови фактори са чер-
нодробни метастази и ECOG PS 0 vs 1(11). 
На Табл. 1 са резултатите от 3-годишната 
преживяемост в проучванията в зависимост 
от рисковите фактори. 
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Градацията на рисковите фактори 
съответства на постепенно понижение на 
преживяемостта. При сравнение на моно-
терапията с комбинираната, наличието на 
чернодробни метастази с влошаване на със-
тоянието е с по-добра преживяемост само 
от пациентите с LDH > 2ULN.

Същият подгрупов анализ е направен 
и при комбинацията dabrafenib + trametinib 
(проучването Combi-D). Прогностичните и 
предиктивни фактори са отново LDH, анга-
жиране на 3 и повече органа (не брой метас-
тази) и ECOG PS 0/1.12 Резултати са пред-
ставени на Табл. 2.

Увеличението на рисковите фактори 
води до постепенно влошаване на преживя-
емостта, като на третата година разлика-
та между най-рисковата и най-благоприят-
на група е десетократна. Таргетирането на 
NRAS за сега е неуспешно. Проучва се въз-
можността на МЕК инхибиция (проучване 
NEMO), както и комбинацията на МЕК- и 
CDK4/6 инхибитори. Прицелно лечение на С-
КІТ мутациите с imatinib e със скромни ре-
зултати, обаче мутациите на екзон 11 и 13 
имат предиктивно значение и туморния от-

говор достига 50%.13 Пациентите с ММ див 
тип BRAF или след прогресия след лечение 
с BRAF инхибитори подлежат на имуноте-
рапия с анти-PD1, анти-CTLA4 антитела 
или тяхната комбинация.Терапията с анти-
PD1 антитела (nivolumab, pembrolizumab) е 
много ефективна като туморния отговор 
достига 40%, а 5-годишната преживяемост 
35% (фаза 1). Те са единственият ефекти-
вен медикамент при мукозните ММ с ту-
морен отговор от 23%.17, 18 Ефектът от 
терапията зависи от няколко фактора, 
като най-важният е нивото на експресия 
на PD1-L от тумора. Онкогенната (вродена 
имунна резистентност) е много рядка при 
ММ (Фиг.1а). В повечето случаи се касае за 
адоптивна имунна резистентност на ту-
морната клетка (Фиг.1в) и експресията на 
лиганда е резултат на секретирания от Т 
лимфоцит IFN–Ƴ.

При липса на експресия на лиганда (под 
1%) туморният отговор е 7% в проучва-
нето Keynote OO1, но 23% в Keynote 006. С 
нарастването на експресията над 60% ту-
морният отговор непрекъснато нараства 
до 63%. Затова при ММ не се налага рутин-

Таблица 1. Тригодишна преживяемост с Vemurafenib 
+/- Cobimetinib.

Използвани съкращения: LM – чернодробни 
метастази; LDH – ЛДХ. 

Таблица 2. Тригодишна преживяемост от 
проучването Combi-D

Използвани съкращения: LM – чернодробни 
метастази; LDH – ЛДХ. 
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ното изследване на лигандата, но количест-
веното ѝ изражение има предиктивност (G. 
Long, ASCO 2017). 

Вторият предиктивен фактор е нали-
чието на тумор инфилтриращи лимфоцити 
(TIL). На Фиг.2 и Табл. 3 са изобразени чети-
рите възможни ситуации на имунна реакция 
в туморната микросреда.

Предварителното определяне на два-
та фактора, експресия на лигандите и нали-
чието наTIL, може да има предиктивно зна-
чение за избора на терапия, според екипа на 
A. Ribas, който разработи тази концепция.14 
При Тип І може да се очаква най-добър ефект 
от терапията и процентът от 38% съот-
ветства на този от туморния отговор при 
двeтe анти–PD1 антитела. При Тип ІІ ту-
морът е неимуногенен и той може да се пре-
върне от „студен” в „горещ” чрез инжекти-
ране на онколитичен вирус (Tvec–Imlуgic), 

Фигура 1. Вродена и придобита имунна резистентност на туморната клетка. а) Вродена имунна 
резистентност. b) Придобита имунна резистентност.

Фигура 2. Тип І – експресия на лигандите и масивна 
инфилтрация от TIL;Тип ІІ – липса на лигани и 
TIL – туморът е „студен”, не е имуногенен; Тип 
ІІІ – експресия на лиганди, липса на TIL – онкогенна 
индукция на лигандите с липсващ имунен отговор; Тип 
ІV – липса на експресия ня лиганда, наличие на TIL, 
тяхната функция е блокирана от T-regs и MDSC.
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лъчетерапия или химиотерапия, които да 
разкрият нови антигенни епитопи. При Тип 
ІІІ засега няма решение, но той е много ря-
дък при ММ. При Тип ІV може да се започне 
с химиотерапия (напр. с cyclophosphamidе, 
който потиска Tregs). 

Имунотерапията, за разлика от таргет-
ната терапия, има по-бавно начало на тумор-
ния отговор, по-малко пациенти се повлияват 
от нея и mPFS е по-кратък – 4-5 месеца. При-
чината за бързия спад на кривата на Kaplan – 
Meyer при PFS е първичната резистентност 
към терапията. Следвамного по–хоризонта-
лен ход на кривата (Фиг.3). Лекият спад се 
дължи на придобитата резистентност. Ус-
танови се, че причините за това са две – инак-
тивация на JAK1 или JAK2 – загуба на чувст-
вителност към IFN –Ƴ(JAK – STAT3 сигнален 
път) и инактивация на Beta-2-microglobulin, 
част от MHC class I необходим за разпознава-
нето от CD8 T-лимфоцитите.15

Екипът на A. Ribas (от Калифорний-
ския университет) и на C. Blank (от Онко-
логичен център Амстердам) разработиха 
т. нар. „раков имунограм” (radar plot), на 
който се нанасят количествено седем пока-
зателя (Фиг. 4):16 ниво на експресия на PD1-
L; инфилтрация с TIL; ниво на LDH; ниво на 

имуносупресивни агенти (IL6), С реактивен 
протеин; мутационен репертоар (имуноген-
ност на тумора); чувствителност към IFN 
–Ƴ и експресия на МНС (придобита резис-
тентност). При нанесени стойности се по-
лучава предиктивен модел за очакван ефект 
от лечението.

Терапията с анти-CTLA4 антитела 
(ipilimumab) е с по-ниска ефективност. Ту-
морният отговор е в 12% от случаите, но е 
първият нов препарат, доказал увеличение на 
5-годишната преживяемост на 18-20%. Вече 
се използва като втора или трета линия на 
лечение. Негативните предиктори са нисък 
абсолютен брой лимфоцити, висока СУЕ, ви-
сок С реактивен протеин, висока стойност 
на LDH, нисък брой на CD 8+ (TIL).

Таблца 3. Процентно съотношение на типове 
туморна микросреда.

Фигура 3. PFS при Pembrolizumab.

Фигура 4. Раков имунограм.
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Комбинацията с анти PD1 + CTLA4 
антитела може да се прилага първа линия, 
като индикациите са бързо развиващи се 
тумори (кинетиката на комбинацията е 
по-бърза), при пациенти с ЛДХ > 2 ULN, при 
пациенти BRAF див тип и при липсваща екс-
пресия на PD1-L (G. Long, ASCO 2017). За съ-
жаление, страничните действия 3/4 степен 
са при повече от 50% от пациентите и при 
37% терапията се прекратява.17, 18

Заключение

Засега в практиката като предик-
тивни маркери използваме някои клинични, 
биохимични показатели, които не са дос-
татъчно добри, за да се провежда истинска 
прецизна терапия. Очакваме в бъдеще по-до-
бри биомаркери.
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