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ВЪВЕДЕНИЕ 

 

Карциномът на млечната жлеза представлява злокачествен тумор, който се 

развива в тъканта на млечната жлеза. Според данни на Световната Здравна 

Организация (СЗО) той е вторият най-чест карцином в света, като и до днес остава, 

най-разпространеният при жените. Само през 2012 са установени  1,67 милиона 

нови случая по целия свят, което представлява 25% от всички карциноми.  Това е 

и най – честият карцином сред жените едновременно в развитите и развиващите 

се страни, като абсолютният брой на новите случаи  в развиващите се региони е 

по-голям. Честотата на новите случаи варира близо 4 пъти между отделните 

региони в света започвайки от 27/100 000 в Средна Африка и Източна Азия до 

96/100 000 в Западна Европа.1 

Както Световната Здравна Организация (СЗО) така и Американската Асоциация за 

Изследване на Рака (American Association for Cancer Research, AACR) публикуват 

проучвания, с които  предсказват  тенденциите в епидемиологията на  карцинома 

на млечната жлеза до 2030г. И двете организации предсказват бързо увеличаване 

броя на новите случаи.  СЗО публикува своите резултати през 2012г. като 

предвижда  увеличаване със 75% на  общия брой на новите случаи на 

злокачествени заболявания. Това увеличение е за сметка на карциномите 

асоциирани с репродуктивни, диетични и хормонални фактори, какъвто е и 

карциномът на млечната жлеза.2 

През  2015 г. на годишната среща на Американската Асоциация за Изследване на 

Рака   Филип Розенберг, водещ изследовател на Националния Раков Институт 

(National Cancer Institute, NCI), показва няколко тенденции в епидемиологията на 

рака на млечната жлеза: 

1. Очаквано е повишаване на броя на новите случаи (както на инвазивен така 

и на и ин ситу карцином) с 50%  до 2030г. 

2. В отделните възрастови групи се очаква както следва: понижаване на 

новите случаи сред жените между 50 и 69 години с 50%  и повишаване  
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броят на новите случаи в групата  между 70-84 години, в която възраст 

карциномът на млечната жлеза е най-разпространен3, от 24% до 35%.  

3. Различните тенденции във възрастовите групи се обясняват с нарастването 

на карциномите позитивни за естрогенен рецептор (които се срещат в по-

късна възраст) и намаляване на хормон негативните и тройно негативните 

карциноми ( характерни за по-ранната възраст). 

4.  Така през следващите няколко декади  родените между 1946г. и 1964г. ще 

имат висок абсолютен риск за развитие на постменопаузален карцином на 

млечната жлеза, докато тези сега на възраст между 20 и малко над 30 

години, ще имат сериозен риск от развитие на пременопаузален. 4 

Ракът на гърдата е пети по  причина за смърт сред злокачествените заболявания . 

За 2012г. е най-честа причина за смърт при жените в  развиващите се региони и 

втори в  развития свят след рака на белия дроб.  Нивата на смъртност  в различните 

региони се различават по-малко от тези на заболеваемост, заради по-добрата 

преживяемост в развитите страни, където и честотата е по-голяма.  Смъртността 

варира от 6/100 000 в Източна Азия до 20/100 000 в Западна Африка. 1 

За Европа средната 5 годишна преживяемост   е 81,8%. България се нарежда на 

предпоследно място в Европа със средна 5-годишна преживяемост от  71,7  % 

следвана само от Полша със 71,6%.5  

Тенденциите в епидемиологията на различните видове карциноми на млечната 

жлеза изискват и различни подходи в профилактиката, диагнозата и лечението. С 

въвеждането на персонализираната медицина се появява и тенденцията за 

изследване на отделни характеристики на пациента, тумора или заобикалящата 

ги среда. Значението на тези характеристики за прогнозата и избора на терапия ги 

определя като прогностични и/или предиктивни фактори. 

Съществува голямо разнообразие от възможни прогностични фактори, 

което ги прави трудни за определяне, доказване и класифициране. Създаването 

на по-подробна класификация на тези фактори ще подобри познаването им и 

може да предскаже появата на нови.   

Прогностичните фактори са използвани за определяне прогнозата на 

пациента в конкретен момент, но във времето тази прогноза може да се промени. 
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Това се дължи не само на природата на тумора или самото остаряване на 

пациента, а най-вече на взаимодействието на всички фактори свързани с тумора, 

пациента, лечението и околната среда, които променят прогнозата по начин, 

който не винаги може да се предскаже.   

В края на настоящия труд ни беше трудно да посочим прогностични 

фактори, които да не зависят от времето. Това показва, че шансовете на пациента 

не са постоянни и тяхното проследяване и оценка във времето може да подобри 

индивидуализираната грижа за болния.  

Настоящия дисертационен труд е съставен от 5 части. Първата част 

представлява обзор на развитието и съвременното разбиране на концепцията за 

прогностичните фактори. Обзора е последван от три глави, разглеждащи различни 

аспекти на прогностичните и предиктивни фактори. 

Първата глава представя подробна класификация на прогностичните и 

предиктивни фактори, като обединява досега описани класификации, но се  

съсредоточава най-вече върху влиянието на времето върху пациента и неговата 

прогноза. 

Втората глава представя ретроспективно изследване на прогностичните 

фактори за пациентите диагностицирани и лекувани за периода от 2010  до 2015г 

в Клиника по хирургия „Проф. Александър Станишев“ на УМБАЛ 

„Александровска“. 

Третата глава представя приносите на биобанкирането в изследването на 

прогностичните и предиктивни фактори. Специално за целта е създадена тъканна 

биобанка за карциноми на млечната жлеза. Изследвана е прогностичната 

стойност на факторите свързани с качеството на живот на пациентите и околната 

среда; полиморфизми на гена на васкуларния ендотелен растежен фактор в ДНК 

от кръв; част от протеомния профил на туморната тъкан. 

 Последната част на настоящия труд е заключение, което обобщава 

получените резултати и  представя мястото им в съвременното лечение и  

разбиране на карцинома на млечната жлеза. Описани са бъдещите насоки за 

развитие на изследванията и са представени приносите.  
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ЛИТЕРАТУРЕН ОБЗОР 

 

Еволюция на прогнозирането 

Изкуството на медицината е изградено върху три  основни елемента – 

диагноза, лечение и прогноза. 6,7 Векове наред предсказването на изхода от едно 

заболяване, основавайки се на клинично изследване, е било част от медицината. 

Хипократовата школа е разпознавала комплексите от симптоми и знаци, които 

определят добрия или лошия изход за пациента. Според нея прогнозата се базира 

по-скоро върху отделните клиничните симптоми отколкото върху 

диагностицираното заболяване, просто, защото по това време заболяванията не 

са били разпознавани като комплекси от симптоми.8 

В своята книга „Прогноза при авансиралия карцином“ Paul Glare и Nikolas Christakis 

представят три диаграми (фигура 1а,1б и 1в), които илюстрират как науката за 

прогнозирането еволюира през вековете. 9  

Фигура 1a. Прогнозата според Хипократовата школа4 

 

Фигура1б. Прогнозата на  заболяванията през 19 ти век4 
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Фигура 1в. Прогнозата в съвременната медицина4 

 

За първи път в съвременната медицина диагнозата и лечението едновременно 

повлияват на прогнозата.  

Една от причините определящи необходимостта от точното предсказване 

на преживяемостта на пациентите с онкологични заболявания е подобряването 

на процеса на взимане на решения, относно лечението. В миналото прогнозата е 

била основополагаща за взимането на решения в терминалните стадии на 

заболяването, когато се решава какъв вид палиативни грижи да бъдат 

предложени на пациента.2,10 Сега от нея се ръководи също и адювантната терапия 

в ранните стадии на болестта.11 

Съществуват два различни подхода за предсказване на далечните 

резултати от заболяванията - външен и вътрешен. Според външния подход 

прогнозата се изгражда върху предходния опит в подобни ситуации (подобни 

заболявания); според вътрешния подход - върху предходния ход на 

заболяванията при конкретния пациент. 12 

Прогнозата може да е свързана с конкретно заболяване или конкретен 

пациент.  Обединяването на последните води до създаването на 

пресонализираната медицина. Традиционното разбиране за персонализираната 

медицина се основава на индивидуалните симптоми.13 Сегашното разбиране се 

основава на концепцията за  “терапия с правилното лекарство, в правилната доза, 
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за правилния пациент”.14 Терминът персонализирана медицина се появява за 

първи път в самия край на миналия век15, но вече има много определения. 

Избрахме като най – подходящо определението дадено от  W. Ken 

Redekop и Deirdre Mladsi през 2013. В техния обзор персонализираната медицина 

е дефинирана като използването на комбинирано познание (генетично или 

друго) за човека, за предсказване на чувствителността на заболяването, 

прогнозата или отговорът към дадена терапия, и по този начин за подобряване 

здравето на индивида.16  

Медицината в наши дни се уповава на ръководства и стандарти, които 

подобряват преживяемостта.17 От друга страна всяка индивидуална 

характеристика на пациента може да бъде от решаващо значение за изхода от 

заболяването.18 Предизвикателството в прогнозирането на далечните резултати е 

свързването на отделният пациент с група пациенти със същото заболяване, като 

се има в предвид, че познанията, които прилагаме за отделния човек (частния 

случай), са първоначално изведени от познанията за общата група. 1 

Дефиниране на прогнозата 

В клиничната медицина термина прогноза се отнася до вероятността от 

бъдещ резултат при пациенти с дадено заболяване или състояние. Изследването 

на прогнозата представлява проучване на връзката между бъдещия резултат 

(крайна точка) сред хора с даден здравен статус (начална точка), имащо за цел 

да подобри здравето.19 Следователно резултатите за пациента могат да бъдат 

оценени според времето, за което той достига дадена крайна точка. Целта на 

лечението на онкологичните заболявания може да варира от: отстраняване на 

локалното проявление, отстраняване на установените далечни метастази, 

удължаване на преживяемостта, постигане на трайно оздравяване, или просто 

отлагане появата или отслабване на симптомите.1 Постигането на тези цели се 

оценява според различното време за достигане на конкретна крайна точка като: 

общата преживяемост, заболеваемостта свободна от заболяване, времето до 

прогрес на заболяването, времето свободно от локален или далечен рецидив. В 

проучване на крайните точки на изследванията върху карцинома на млечната 

жлеза  направено в  PubMed®, M. Moossdorff и съавтори откриват 23 различни 

изследвани крайни точки. Въпреки че много от тях не са добре дефинирани20 това 
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е пример за разнородността на наличната информация, което е основа за 

разнородността на прогнозата, която може да бъде направена. 

Прогностични фактори 

Медицинският изследователски съвет на Великобритания създава 

Партньорството за Стратегия за Изследване на Прогнозата  (PROGnosis RESearch 

Strategy - PROGRESS Partnership). Този проект е дефиниран като рамка за 

изследване на прогнозата в четири основни аспекта: 

(1) Фундаментално изследване на прогнозата - Развитието на дадено 

състояние, свързано със здравето  в контекста на естественото му развитие 

и качеството на предложената грижа.19 

(2) Изследване на прогностичните фактори  - Всяка величина, която сред хора 

с дадено здравно състояние, е свързана с даден далечен резултат.21 

(3) Изследване на прогностичните модели – Прилага прогностичните фактори 

в комбинация, за да предскаже изхода от заболяването при отделния 

пациент. Това изследване има три основни фази – разработване на модела, 

външно валидиране и изследване на неговата клинична значимост.22 

(4) Стратифицирано изследване на медицината – разглежда пациенти със 

конкретно заболяване или състояние и разкрива онези от тях , които биха 

имали най-голяма клинична полза или най- малко вреда от дадено 

лечение.23 

 Вторият от тези аспекти е свързан със специфични фактори (като например 

биомаркерите), свързани с прогнозата (изследване на прогностичните фактори).  

Прогностичният фактор се дефинира като всяка величина, която сред хора  с 

дадено здравно състояние (начална точка) е свързана с определен клиничен 

резултат (крайна точка). 19 По този начин прогностичните фактори се явяват 

основни инструменти за създаване на прогнозата.  

Според наръчника на Европейската Асоциация по Медицинска Онкология  

„Наръчник за диагностиката на рака и оценката от лечението“ публикуван през 

200924, като прогностичен фактор или тест се определя всяка величина налична в 

момента на диагнозата, свързана с времето свободно от заболяване, общата 



Прогностични и предиктивни фактори при карцинома на млечната жлеза, д-р М. Василева 

 

11 
 

преживяемост и с естественото развитие на заболяването, в отсъствие на 

терапия.  Той служи като фактор, който обяснява разнообразието свързано с 

очаквания курс и изход от заболяването. Прогностичните фактори трябва да се 

различават от предиктивните фактори, които представляват величини 

предсказващи отговора към дадена терапия.   

Според рамката създадена от PROGRESS Partnership прогностичният фактор може 

да помогне за откриване на заболяването; може да подобри взимането на 

информирани клинични и терапевтични решения (директно или като част от 

прогностични модели за индивидуализирано предсказване на риска); може да 

подобри дизайна на интервенционалните проучвания; може да помогне за 

откриването на цели за интервенциите, променящи курса на заболяването.   

Ограниченията на съвременното изследване на  прогностични фактори включват: 

разнородността в публикуването и докладването  на факторите, лошата 

статистическа обработка на данните, неадекватно интерпретиране на 

първоначалните данни. 25 

Съществува голямо разнообразие от възможни прогностични фактори, 

което ги прави трудни за определяне, доказване или класифициране в групи. 

Класифицирането им би помогнало за по доброто разбиране на факторите и 

откриването на нови такива.  

Настоящия обзор разглежда съществуващите класификации на 

прогностичните фактори при карцинома на млечната жлеза.  

 

Класификации на прогностичните фактори 

 

Има няколко опита за класифициране на факторите свързани с преживяемостта 

при развитието на карцином, които могат да бъдат отнесени и към карцинома на 

млечната жлеза.  
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Класификация на прогностичните фактори основаваща се на предмета на 

действие  

През 2003 Mary Gospodarowicz и Brian O’Sullivan6 в тяхно проучване 

разделят прогностичните фактори в три широки категории:  свързани с тумора, 

свързани с пациента и свързани с околната среда. В тяхната класификация 

факторите на околната среда включват изборът, качеството и достъпа до лечение, 

здравната политика и достъпа до лекарство или технология, които могат да имат 

огромно влияние върху изхода от заболяването. 

В допълнение към тази класификация, тъй като някои фактори са основни за 

взимането на решения в лечебния процес, докато други  са по-малко свързани с 

него, те предлагат и групиране на факторите според тяхната връзка с ежедневната 

грижа за пациента. Основните прогностични фактори са едновременно 

прогностични и предиктивни, защото те дават информация, както за прогнозата 

на пациента, така и за отговорът му на дадена терапия ( т.е. те биха могли да решат 

провеждането или не на дадена терапия, имайки в предвид очаквания отговор на 

пациента). Допълнителните фактори в тази класификация са с доказана 

прогностична стойност, но те не оказват влияние върху вида на  терапията.  

 

Класификация на прогностичните фактори според тяхната приложимост в 

ежедневната грижа за пациента.  

Тази класификация съдържа „основни“, „допълнителни“ и „нови и 

обещаващи“ фактори. По времето на създаването на това разделение на 

фaкторите Ki 67 попада в категорията на нови и обещаващи фактори. Сега този 

биомаркер е разпознат като основен за взимането на решения при първичния 

карцином на млечната жлеза.26 

Таблица 1. Класификация на прогностичните фактори 

Прогностичен фактор Тумор Пациент  Околна среда 

Основен    

Допълнителен     

Нов и обещаващ    
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Хипотетичен модел, разкриващ концепцията за прогнозирането в 

онкологията е предложен от Mackillop през 2001. Този модел показва потока на 

информация, който определя прогнозата в конкретен случай. Фигура 2 илюстрира 

как диагнозата, заедно с някои характеристики на първичния тумор определя 

основата на прогнозата на заболяването и така модифицира индивидуалната 

прогноза на пациента.  

 

Фигура 2. Концептуален модел на прогнозирането при напредналите карциноми22 

В този модел факторите свързани с тумора (например първичната локализация, 

диференцираността и размера) определят по-общо прогнозата (синя стрелка). 

Други клинични фактори (например симптоми, придружаващи заболявания, 

психологически статус)   са смятани, като определящи основната 

индивидуализирана прогноза (червена стрелка). Индивидуалната прогноза може 

в последствие да се модифицира според отговора към терапията. 27 От този модел 

е видно, че прогнозата може да се промени във времето и според различните 

терапевтични режими.   

 

Прогностични фактори при ранния карцином и при авансиралия и терминален 

карцином на млечната жлеза.   

В своя обзор от 2005г. 2 Paul Glare още веднъж разделя прогностичните 

фактори на свързани с тумора, свързани с пациента и свързани с околната среда. 
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Неговото предложение за разпределението на факторите в групи е представено в 

таблица 2. 

 

Таблица  2 Paul Glare класификация на прогностичните фактори според обекта  

Свързани с тумора Свързани с пациента Свързани с околната среда 

анатомично 

разпространение 

възраст, пол и раса социално положение и 

социален статус 

диференцираност генетични особености географска локализация 

обем на тумора общо състояние достъп до лечение 

нива на туморните 

маркери 

клинични симптоми оценка на онколога 

биология на тумора психичен статус отговор на терапията 

време свободно от 

заболяване 

придружаващи 

заболявания 

прогнозата на онколога  

 

В тази таблица като фактор на околната среда е предложена и самата прогноза 

дадена от онколога. По този начин прогнозата, дадена на пациента, може също да 

окаже влияние върху бъдещия резултат. Това е в тясна връзка с психичния статус 

на пациента, който е даден като фактор свързан с пациента. Ако разгледаме по-

задълбочено психологическия статус на пациента, той зависи най-вероятно и от 

преживяемостта свободна от заболяване, което е дадено като фактор свързан с 

пациента. Това е само един пример за връзките, които съществуват между 

отделните фактори.  

Paul Glare отбелязва някои важни разлики между факторите свързани с 

авансиралия карцином и тези свързани с много авансиралия или терминален 

карцином (таблица 3). Факторите свързани с тумора (например първичната 

локализация, размера, диференцираността, преживяемостта свободна от 

заболяване и мястото на метастазите) ясно определят преживяемостта при 

авансиралия карцином. За  пациентите с авансирал карцином факторите свързани 

с тумора се оказват по-малко важни от другите фактори и загубват своята 

значимост при мултивариантен анализ.   
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Таблица 3. Клинични прогностични  фактори при пациенти с авансирал 

карцином според силата на доказателствата.   

Сигурна корелация 

с преживяемостта 

при авансирал 

карцином 

Клинична прогноза за преживяемостта, общ статус 

Симптоми и признаци на кахексия свързана с рака  

Други симптоми като делир и диспнея 

Някои биологични фактори като левкоцитоза, лимфоцитопения,  

С реактивен протеин  

Корелация има но 

не е уточнена 

Има корелация в по 

ранните стадий на 

заболяването 

Резултатите са 

противоречиви 

Туморни характеристики локализация на първичния тумор и на 

метастазите   

Характеристики на пациента : възраст пол. Социално положение  

Симптоми: болка, гадене 

Признаци: тахикардия, треска, протеиноурия  

Други симптоми: анемия, хипоалбуминемия, нива на серумния 

калций, нива на серумния натрий, лактат дехидрогеназата и др.  

Придружаващи заболявания 

Фактори с 

противоречиви 

индикации 

Оценка на качеството на живот 

 

Зависими от времето и независими от времето прогностични фактори 

Предложение за нова класификация е направено от K. Altundag и съавтори 

през 2005г. Те предполагат, че  размера на тумора, статуса на аксиларните лимфни 

възли и на HER-2 са фактори, които се променят с времето и трябва да се 

определят като зависими от времето; докато статуса на естрогенния рецептор и 

диференцираността на тумора не се променят с времето и следователно трябва 

да се отнасят към факторите независими от времето. Те предполагат, че тяхната 

хипотеза трябва да бъде верифицирана от проспективни и ретроспективни 

клинични проучвания.28  

В наши дни е вече доказано, че статусът на естрогенния рецептор може да се 

промени с прогресията на заболяването29 и не може да бъде приеман като 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306987705001040?np=y
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независим от времето прогностичен фактор. Все пак съществуват фактори, като 

полът на пациента или расата, които не зависят от времето. Тази класификация 

показва концепцията за времето като фактор променящ  прогнозата на пациента. 

Paul Glare също показва динамичните качества на прогнозирането. Според него, 

въпреки че прогнозата на заболяването е статична, прогнозата на отделния 

индивид е динамична и зависи от състоянието на различни фактори.2 

В определението за прогностичен фактор зависимостта от времето и влиянието 

му върху изхода за пациента се определя в конкретен момент и се променя с 

времето.  

 

Фактори описващи състоянието и фактори описващи промяната 

През 2008 Paul Glare9 предлага друга класификация на прогностичните 

фактори основаваща се на начина, по който те са свързани с прогнозата. Според 

неговата теория ракът е еднопосочен, зависим от времето процес, който 

причинява заболеваемост и смъртност като нарушава нормалната клетъчна и 

органна функция чрез процесите на инвазия, метастазиране и секреция на 

токсични продукти. Във всеки един момент прогнозата зависи от етапа и 

скоростта, с която напредва заболяването. Прогностичните фактори могат да се 

групират като такива, които отразяват моментното развитие на карцинома и 

такива, които отразяват неговата скорост на развитие.  Той нарича тези групи – 

свързани със състоянието  и свързани със скоростта на промяна. Той предлага 

обемът на тумора като фактор, описващ състоянието, а времето, за което туморът 

удвоява своя размер, като фактор описващ скоростта на промяна. Ефекта на 

различните видове лечение върху прогнозата може също да се разглежда като 

част от този модел. Хирургията, например, е фактор променящ състоянието в 

конкретен момент, докато хормоналните препарати, които намаляват 

пролиферацията на туморните клетки, са фактори модифициращи състоянието и 

терапията във времето. 

От всички тези класификации става очевидно, че повечето прогностични 

фактори в различните групи зависят един от друг. Например отговорът към 

терапията е фактор на околната среда в някои от класификациите, но е тясно 
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свързан с времето свободно от заболяване, което е фактор свързан с тумора.2 В 

наши дни ние знаем, че позитивността за естрогенен рецептор или 

преекспресията на  HER2, които са туморни характеристики, са също и 

предиктивни фактори за  отговор към терапията. Вероятно други фактори 

свързани с тумора или с пациента могат да обяснят наличието на отговор към 

терапията, но те са още неизвестни.  

Въпреки че много фактори могат да бъдат смятани за прогностични за 

преживяемостта от онкологични заболявания, е трудно да се определи тяхното 

значение при отделния човек. Някои от тези фактори са навлезли в ежедневната 

практика, докато други са използвани само в дизайна на клинични проучвания.  

Прогностичните фактори могат да се използват за да се определи 

прогнозата на пациента в конкретен момент, но във времето тази прогноза може 

да се промени. Това не е само заради развитието на раковия процес или 

остаряването на самия пациент, но и защото всички тези фактори на околната 

среда, пациента и тумора си взаимодействат по начин, който не винаги можем да 

предвидим.  

Има много проучвания в които факторите свързани с лечението са отделени в 

отделна група. 30,31 Обикновено в тези случаи класификацията е създадена 

базирайки се на фактори на пациента, тумора и лечението. 32 

 

Еволюция на класификацията на факторите свързани с тумора. 

В последните години повечето изследвания са фокусирани върху 

различните подгрупи на тумор свързани прогностични фактори. В тази група се 

включват патологични, молекулни и генетични фактори, които могат да повлияят 

преживяемостта. През 1997 W. Donegan публикува доклад, според който 

прогностични фактори свързани с тумора са хистологичният вид, 

диференцираността, нулеарният грейдинг, ангиогенезата, анатомичният стадий, 

метастазите в регионалните лимфни възли, размерът на тумора, рецепторите за 

стероидните хормони, плоидността, митотичният индекс, Ki-67, PCNA/Cyclin, 

Cathepsin-D, плазиногеновия активатор на урокиназата (uPA), протоонкогени и 

онкогени, като ERBB2 (HER-2/NEU, C-ERB B-2), рецептора за епидермален растежен 
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фактор (EGFR) и p53.33 Само 10 години по-късно след завършването на проекта за 

човешкия геном  34 протеомните и генетични профили са вече изследвани за да се 

установи експресията на множество гени и да се  комбинират стойностите на 

експресия на тези гени в прогностични индекси, които могат да предскажат 

клиничният изход от заболяването.  Благодарение на възможността за създаване 

на генетични профили са установени  различни  молекулни субтипове карцином 

на гърдата с различно поведение. Всъщност много проучвания показват, че 

прогнозата и чувствителността към химиотерапия на различните молекулни 

субгрупи карциноми са различни. 35 

Много от прогностичните фактори могат да се установят с чрез няколко различни 

метода. Грешката довела до развитието на раково заболяване може да бъде 

проследена на различни нива и установена с помощта на различни методи.  

Ще дадем пример с ролята на човешкият епидермален растежен фактор 2.  

Човешкият епидермален растежен фактор 2  (ERBB2, formerly HER2/neu, c-erbB2), 

е протеин от фамилия от 4 мембранни тирозин кинази. Неговата амплификация в 

човешки клетъчни линии на карцином на млечната жлеза е установена през 

198536, а 2 години по-късно тази амплификация е разпозната като важна за 

патогенезата и прогресията на карцинома на млечната жлеза.37 Сред 

новодиагностицираните пациенти 15% до 20% имат тумор, който носи генетични 

алтерации засягащи локуса на HER2 гена. Тези алтерации водят до амплификация 

на региона на 17-та хромозома, който съдържа този протоонкоген.38 Механизма 

на активация на продукта на HER2 и възможните методи за неговото количествено 

измерване са описани в доклад на W. Hanna и съавтори.39  HER-фамилията на 

рецептори за растежни фактори е въвлечена в комплексната регулация на 

клетъчната пролиферация, растеж и оцеляване. Генната амплификация (повишен 

брой копия на специфичен хромозомен район) е ранно събитие в развитието на 

HER2 преекспресиращите тумори на млечната жлеза. Като резултат се повишава 

значимо броя на HER2 рецепторните молекули на мембраната на туморните 

клетки. Профузната преекспресия HER2 промотира димеризацията на членовете 

на HER-рецепторната фамилия и активацията на вътреклетъчна сигнална каскада. 

Последната активира клетъчната пролиферация, ангиоензата и подпомага 

механизмите за оцеляване, като директно се проявява в по-агресивна биология 
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на тумора и клинично поведение.40 Две диагностични техники са понастоящем 

одобрени за оценка на статуса на HER2 в клиничната практика: имунохистохимия 

(IHC) и ин ситу хибридизация (ISH). Първият метод, имунохистохимията, използва 

антитяло за да оцени експресията на протеина HER2, т.е. изследва продукта на 

гена, а вторият метод определя броя копия на гена на HER2 изследвайки част от 

ДНК, т.е. изследвайки самия ген.41 

  

HER-2/neu извънклетъчният домейн 

(ECD) се отцепва от металопротиназите, 

като остава свързания с мембраната 

вътрешен домейн постоянно 

активиран.42 По този начин 

екстрацелуларният домейн на  HER-

2/neu протеина се освобождава в 

циркулацията. Структурата на 

рецептора за епидермален растежен 

фактор 2 е показана на фигура 3. 

Фигура 3. Структура на Епидермалния  

Растежен Фактор тип 243  

 

 

Корелацията между нивата на  серумния извънклетъчен домейн на HER2 и 

тъканния HER2 статус е противоречива.44,45,46 Все пак има проучвания, които 

откриван статистически значима корелация между серумното ниво на 

екстрацелуларният домейн на HER2 и HER2 статуса, установен с 

имунохохистохимични методи върху тъканите. Серумните нива на този домейн са 

доказани да корелират значително със специфичната преживяемост при рака на 

гърда.  47

Следователно серумните нива на HER-2/neu извънклетъчния домейн (ECD) могат 

да бъдат трета опция за оценка на HER 2  статуса при пациенти с карцином на 

млечната жлеза. Всички тези три прогностични фактора- амплификацията на гена 

на HER2, преекспресия на продукта на гена HER2 рецептора и серумното ниво на 

извънклетъчния домейн HER-2/neu ECD са изследвани по отделно, въпреки че са 
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част от един и същи сигнален път, те са смятани като три отделни прогностични 

фактора. Разнородността на докладите се увеличава и от използването на 

различни методи за оценка на един и същи ефект и разбира се от липсата на 

стандартизация на методи в различните лаборатории. 39, 48 

 

Теории за произхода на рака 

Ракът е заболяване познато от древността. Определението за рак се е променяло 

във времето и най-вече през изминалия век, според нивото на познание, което 

изследователите са постигнали. Дори днес няма една широко приета теория за 

произхода на рака, която да може да обясни всички негови аспекти. Обобщение 

на теориите за произхода на рака е публикувано през 2014 от Roman Paduch, който 

описва теориите от древността до днес,49 а  развитието на теориите за  рака  през 

последния век и е публикувано през 2012 от S. Kurbel и B. Dmitrovi.50 

Всяка една от разгледаните хипотези дава различно определение за рака, като 

разглежда появата му на различно ниво. Така и факторите, които биха били 

прогностични за развитието на процеса, описват рака на различно ниво. В първия 

обзор Roman Paduch разглежда две основни направления в разясняването на 

механизмите на развитието на рака – епигенетични и генетични, и едно 

допълнително направление – механизмите на соматичните алтерации, наричано 

още екстрагенетична соматична наследственост.  

1. Според генетичните теории всички карциноми са резултат от акумулиране 

на генетични алтерации в една клетка, което води до модифициране на 

клетъчния фенотип и морфология. В наши дни са възприети две основни 

теории в тази връзка- клоналната теория и теорията за стволовите клетки.  

Според клоналната тория, развитието на рака произхожда от акумулирането на 

генетични алтерации (хромозомни и/или молекулни) в случайна клетка. 

Клоновете на тази клетка се формират заедно с растежа на тумора и развиват 

някои предимства свързани с този растеж.  Според хипотезата за стволовите 

клетки  генетичните алтерации възникват не в случайна клетка, а в ракова 

стволова клетка.  
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2. Епигенетичните теории приемат , че ДНК промените се индуцират от дефект 

в част на клетката различни от генетичния материал.  

Епигенетиците смятат, че появата на карцином се дължи на взаимодействието на 

множество механизми за установяване състоянието на хроматинната структура, 

хистонни модификации и транскрипционната активност на CpG островните 

метилации.51 

3. Друг подход към произхода на рака се представя от молекулната теория 

(теория за соматичните мутации)  

Според нея само молекулните взаимодействия могат да обяснят сложността на 

туморната генеза. Тези взаимодействия са квалифицирани като соматични и 

наследяеми.  Те оказват влияние върху клетъчната сигнална трансдукция, 

устойчивостта на апоптоза и накрая инхибират растежа.50, 49  

Според Теорията на Тъканната Организация, ракът се появява в резултат на 

разрушаване на взаимодействията между съседни структури, които се медиират 

от междуклетъчни химични сигнали, механични сили или биоелектрични 

промени. Според тази теория канцерогенезата представлява проблем на 

организацията на тъканта, сравним с органогенезата, а пролиферацията е основно 

състояние при всички клетки. Има три последствия от Теорията за Тъканната 

Организация: 

1) Мутациите не са необходими за канцерогенезата 

2) Карцином може да се появи в тъкан, в която не е имало действие на 

канцероген. 

3) Генетичната нестабилност е следствие на канцерогенезата.  52 

Всяка от тези теории се явява в различно поле и с различни методи на 

изследване на прогностичните фактори. Например, ако следваме генетичната 

теория трябва да търсим прогностични фактори сред генетичните мутации 

свързани с рака. В проучване на 100 солидни тумора на млечната жлеза  

публикувано в Nature мутации са открити в някои нови гени свързани с : AKT2, 

ARID1B, CASP8, CDKN1B, MAP3K1, MAP3K13, NCOR1, SMARCD1 и TBX3. Сред 100 

тумора в поне 40 гена са открити мутации и 73 комбинации от мутирали гени. 

Резултатите от това проучване подчертават съществената генетична 
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хетерогенност при карцинома на млечната жлеза. 53  Това личи още по-ясно от 

следния пример. Атласът на човешкият геном в създаден през 2005 и цели да 

установи всички генетични абнормности при 33 основни типове карцином, 

включително карцинома на млечната жлеза. В резултат на този проект е 

създадена класификация основана на генетиката  и валидирана върху 7500  проби. 

Резултатите са публикувани през 2014. Класификацията съдържа 10 подгрупи 

основаващи се молекулни маркери, които са статистически значимо свързани с 

преживяемостта свободна от заболяване.  В проучване на неоадювантната 

химиотерапия, тази класификация показва различни модели на 

химиочувствителност.54  

Ако следваме епигенетичната теория за рака епигеномът е отговорен за 

контролът на генната експресия, определяйки клетъчната диференциация и 

тъканната специфичност 55 Потенциални прогностични и предиктивни фактори 

маркери на ДНК метилирането, изследвани в туморни тъкани от пациенти с 

карцином на млечната жлеза.  Сред кохорта от 93 пациенти метилирането на 

цистатин М (CST6), каликреин 10 (KLK10), и RAS-асоцииран домейн съдържащ 

протеин 1 (RASSF1A) е значително свързано с преживяемостта свободна от 

заболяване и общата преживяемост. В друго проучване мултивариантен анализ 

показва, че метилирането на BRCA1 в серумната ДНК е независимо свързано с 

лоша прогноза.56 

Все пак всички тези често прилагани методи за откриване на биомаркери като 

профилът на генна експресия, не са успели да открият високо чувствителен и 

специфичен маркер при тройно-негативните карциноми. Няколко публикации 

докладват за генетични профили свързани с прогнозата при този тип 

карцином,57,58 но те имат ограничена клинична значимост, заради 

експерименталния им дизайн и недостатъчната чувствителност и специфичност.59 
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Прогностичната стойност на полиморфизмите на васкуларния ендотелен 

растежен фактор (VEGF) 

 

Гена за VEGF  се намира в 6-та хромоза. Неговото разрушаване в мишки води до 

абнормно развитие на ембрионалните им кръвоносни съдове.  Този ген е 

преекспресиран в много тумори, като количеството на неговия продукт корелира 

със стадия на тумора и неговата прогресия. Повишени нива на протеина са 

установени при пациенти със синдрома на POEMS (полиневропатия, 

органомегалия, ендокринопатии, моноклонална гамопатия и кожни промени). 

Алелни варианти на този ген са асоциирани с микроваскуларните усложнения при 

инсулинозависим диабет и атеросклероза.60   

Фигура 4. Структура на гена на васкуларния ендотелен растежен фактор 60 

Описани са различни изоформи на кодирания протеин, дължащи се на 

алтернативен сплайсинг. Във всички изоформи обаче присъстват свързващите 

домейни за хепарин (кодирани от 6ти и 7ми екзон), VEGFR1 (кодиран от 3-ти 

екзон) и VEGFR2 (кодиран от 4-ти екзон). 61  

Продукта на VEGF гена - васкуларния ендотелен растежен фактор (VEGF, VEGFA)  е 

идентифициран през 1980г. Той принадлежи към суперфамилията на 

тромбоцитните растежни фактори62 и представлява хепарин  свързващ протеин. 

Съществува като хомодимер свързан с дисулфиден мост. Този растежен фактор 

има роля на медиатор на съдовата пропускливост, инхибитор на апоптозата,  

индуцура пролиферацията и миграцията на васкуларните ендотелни клетки  и е 

основен едновременно за физиологичната и патологична ангиогенеза. Модел на 

структурата на VEGF е представен на фигура 5. 
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Фигура 5. Кристална структура на васкуларния ендотелен растежен фактор 63 

Хипоксията е основен стимул на експресията на VEGF, но много други фактори 

също оказват влияние. Такива са епидермалния растежен фактор (EGF), 

трансформиращия растежен фактор бета (TGF- ), тромбоцитния растежен фактор 

(PDGF), инсулиноподобния растежен фактор 1 (IGF-I), ангиотензин II, интерлевкин 

(IL-1), и интерлевкин 6 (IL-6), простагландинитe, механичния стрес, 

хипергликемия, протеин киназа С и свободните радикали, които имат потенциала 

да повишават експресията на VEGF.64

 

Когато клетката страда от липса на 

кислород, се повишава 

образуването на VEGFA. Той 

медиира растежа на нови съдове от 

съществуващи такива (ангиогенза) , 

като се свързва с повърхностните 

рецептори VEGFR1 (Flt-1) и  VEGFR2 

(KDR/Flk-1). VEGFR3 (Flt-4), който е 

от същото семейство, се свързва 

само с VЕGF-C и VЕGF- D (фигура 6).  

 

Фигура 6. Рецептор –свързващатa специфичност на членовете на фамилията на 

VEGF и VEGFR-2 сигналния път.64

https://en.wikipedia.org/wiki/FLT1
https://en.wikipedia.org/wiki/Flt-1
https://en.wikipedia.org/wiki/Kinase_insert_domain_receptor
https://en.wikipedia.org/wiki/KDR/Flk-1
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Тези три рецептора са свързани с рецептори за тромбоцитните растежни фактори, 

за фибробластните растежни фактори, рецепторите за стволови клетки (Kit), с Flt 

рецепторите (Flt-3), и рецептора за колония стимулиращ фактор (CSF-1R).  

Активацията на сигналната трансдукция води до различни клетъчни функции като 

миграция, повишена прoпускливост на съдовете, преживяемост и 

пролиферация.65 

Единичните нуклеотидни полиморфизми (single nucleotide polymorphism, SNPs) 

представляват генетични вариации, които се откриват в генома. Съществуват 10 

милиона вариации в човешкия геном, появяващи се с честота 1/300 бази66,67. 

Подобно на мутациите, полиморфизмите често включват замяна на единична 

нуклеотидна база. За разлика от мутациите, полиморфизмите в гените не 

причиняват загуба на функцията на кодирания белтък68.  В контекста на 

карциномната ангиогенеза, полиморфизми са намерени в много различни гени  и 

влияят, както на риска за развитие на карцином, така и на преживяемостта и 

отговора към терапия69,70. Някои от тези алтерации, включително промени в 

регулаторните региони на определени гени, променят свързващия афинитет 

между белтъчния продукт на гена и неговия рецептор или водят до синтез на нов 

белтък. Всички тези промени, например в свързаните с ангиогенезата гени, водят 

до растеж на нови кръвоносни съдове. 

Полиморфизмите са често изследвани, като предиктори на отговор към терапията 

или на токсичността (като част от фармакогенетиката) като се има в предвид 

тяхната честота в човешкия геном68. Те могат да променят експресията на даден 

ген и по този начин влияят на агресивността на неоплазмите, включително при 

карцинома на млечната жлеза71.  

Това ги прави едновременно прогностични и предиктивни фактори, но също 

така нови и обещаващи, без да са проучени достатъчно за да навлязат в 

стандартната клинична практика.  

Количество на VEGF в туморните тъкани е пет пъти по-голямо от колкото в 

нормалните тъкани72.  Важно е да се изследва ролята и ефекта на различните 

полиморфизми върху общата преживяемост и отговора към терапията при 

лекраства, чийто таргет е VEGF, за да се предостави правилното лекарство на 
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правилния човек, като част от концепцията за „персонализирана медицина”73. 

Лекарствата, насочени срещу VEGF имат странични ефекти, включително 

хипертония, бъбречна дифункция, тромбози или кървене74,75.  В допълнение те са 

ефективни при малка група хора и за това са отлични кандидати за оценка на 

фармакогенетиката.  
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Значението на протеомният профил на туморната тъкан като прогностичен 

фактор при пациенти с карцином на млечната жлеза 

 

Тук е мястото да се разгледа значението на протеомният профил на туморната 

тъкан като прогностичен фактор при пациенти с карцином на млечната жлеза. 

По традиция откриването на биомаркери е фокусирано върху откриването и 

количественото измерване на единични протеини. Сега е вече известно , че 

предиктивната стойност на самостоятелните протеини е ограничена. От друга 

страна група от протеини могат да се използват за да се оцени нарушението в 

дадена биологична система. С бързото развитие на протеомните техники става 

възможно да се търсят протеинови биомаркери в сложни биологични проби76. 

Основни понятия 

Протеомен (белтъчен) профил на тумора -протеом 

Според националния раков институт (NCI) протеомният профил представлява 

информация за всички протеини, намиращи се в кръвта, други телесни течности 

или тъкани в определен момент77.  Терминът е въведен през 1990 като съчетание 

на термините протеин и геном78. Протеомният профил може да се използва за 

диагностика на заболявания или състояния, или за оценка на отговора на тялото 

към дадена терапия. Протеомът също се нарича профил на експресия на 

протеините или протеинов подпис. 77 

Протеомикса представлява процесът на изучаване на всички протеини (протеома)  

в дадена биологична система (клетка, тъкан, организъм)  по време на специфични 

биологични процеси79.  

Клиничната протеомика има за цел да подобри предсказването, диагнозата и 

прогнозирнето на заболяванията, като разясни подлежащите им молекулни 

механизми80. 

Протеините като биомаркери  

Протеините, като крайни продукти на генната експресия, могат да предоставят 

подробна информация за молекулните процеси; те дирижират сигналните 
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механизми (чрез посттранслационните модификации) и по този начин повлияват 

туморогеназата.  Изучаването на протеома е по-сложно от изучаването на генома, 

поради огромното разнообразие на протеините, различната им експресия в 

отделни моменти, невъзможността им да се амплифицират и 

посттранслационните промени, които  могат да променят активността им 81.  

През 2015 Bashar A. Zeidan и съавтори в свое проучване разглеждат методите и 

постиженията на протеомните изследвания при карцинома на млечната жлеза. Те 

очертават две насоки на протеомния анализ в изследването на туморите: да се 

открият нови молекулни маркери (като прогностични и предиктивни фактори) и 

да се разчетат сигналните пътища водещи до инициация и прогрес на туморите81.  

Според тях подобна информация може да предостави основата за откриването на 

нови терапевтични мишени и да подобри резултатите от лечението. Авторите 

разглеждат няколко проучвания прилагащи анализа на протеини чрез метода на 

мас спектрометрията81. Така като прогностични маркери са доказани Cluster of 

Differentiation (CD14)82; Quiescin sulfhydryl oxidase 1(QSOX1)83; Decorin (DCN)84; 

Endoplasmin (HSP90B19)83 и Ferritin light chain (FTL)85. Те забелязват и няколко 

маркера, които се откриват повторно в различни проучвания.  През 2008 Brozkova 

K. и съавтори потвърждават класификацията на карцинома на млечната жлеза 

базирана на генна експресия 86, като изследват протеома на туморите и откриват 

същите субгрупи87.  

Развитието на даден биомаркер преминава през 5 стъпки, включващи: 

1. предклинично проучване 

2. клиничен анализ 

3. продължителни ретроспективни валидиращи проучвания 

4.  проспективни скринингови проучвания  

5. рандомизирани контролирани проучвания 

 Повечето от известните протеомни маркери при карцинома на млечната жлеза в 

момента се намират на първите три стъпки80. 



Прогностични и предиктивни фактори при карцинома на млечната жлеза, д-р М. Василева 

 

29 
 

Протеомният профил  може да бъде използван за целите на диагностиката за да 

отличи пациентите с карцином от здравите на базата на различната концентрация 

на някои серумни протеини88,89. Нова насока в изследването на протеома е 

изследването на прогностичната стойност на профила на туморната тъкан, като 

неговото значение при някои видове карцином е вече доказано. 90 Установени са 

тъканни протеини предиктивни за статуса на аксиларните лимфни възли91 и 

далечната преживяемост.92 

 

 

 

Опит да се оценят няколко прогностични фактора наведнъж и по този начин 

да се получи по – прецизна информация за прогнозата е създаването на 

прогностичните индекси. Само някои от тях са разгледани тук.  
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Прогностични индекси 

 

Един от най –старите прогностични индекси е Nottingham прогностичният 

индекс. Той е докладван за първи път през 1982г.93 Създаден е на базата на 

ретроспективен анализ на 9 фактора при 387 пациентки с първичен операбилен 

карцином на млечната жлеза. Само 3 от изследваните фактори  - размера на 

тумора , ангажираността на лимфните възли, 1-3ниво) и диференцираността на 

тумора остават значими в мултивариантен анализ. Този индекс е използван за да 

се определят три групи пациенти, които носят различен риск от смърт от карцином 

на млечната жлеза:   

1) добра прогноза, с 80% 15-годишна преживяемост;  

2) умерена прогноза, с 42% 15-годишна преживяемост;  

3) лоша прогноза, с 13% 15-годишна преживяемост.94  

Този индекс е валидиран много пъти през годините.95,96 През миналата (2014) 

година е докладван  Nottingham + прогностичният  индекс. Той се определя от 

шест клиникопатологични прогностични фактора, важни сред популацията, който 

предсказват специфичната преживяемост от карцином на млечната жлеза: броят 

засегнати лимфни възли (N), стадия на заболяването (St), размерът на тумора (Sz), 

броят митози (M), лимфно-васкуларната инвазия (LVI) и статуса на прогестеронния 

рецептор (PgR). Този индекс е приложен към 7 субгрупи пациенти с рак на гърдата, 

като всяка от тези групи е дефинирана с помощта на 10 биомаркера. 

Биомаркерите използвани за класифициране на пациентите са ER, PgR, 

цитокератин (CK) 5/6, CK7/8, рецептор за епидермален растежен фактор (EGFR; 

HER1), c-erbB2 (HER2), c-erbB3 (HER3), c-erbB4 (HER4), p53 и Mucin 1. Седемте 

субгрупи, дефинирани с помощта на тези биомаркери са:  

1. Три луминални субгрупи: луминален-A, луминален-N и луминален-B;  

2. Два базални класа: базален p53 променен и базален p53 нормален; 

3. Два  HER2-позитивни класа HER2 + /ER + и HER2 + /ER-; 

Шестте клинико-патологични прогностични фактора са комбинирани за да се 

създаде формула, която варира сред различните групи и води до така наречената 

NPI-подобна формула за всеки от седемте биологични класа – прогностичен 
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индекс базиран на биомаркери (NPI+). Този индекс е използван за да се 

прогнозира специфичната преживяемост от рак на гърдата и резултатите са 

сравнени с тези от традиционният индекс за всеки от биологичните класове.97 

Оригиналният NPI е съставен от само 3 прогностични фактора, докато NPI+ е 

съставен от 10 биомаркера и 6 клинико-патологични фактора или общо 15 

променливи ( статуса на прогестероният рецептор се повтаря).  

В наши дни прогностичните индекси могат да бъдат представени и 

изчислени като уеб базирани инструменти. Например един от най-известните 

инструменти за предсказване на специфичната преживяемост при пациенти с 

карцином на млечната жлеза е „Adjuvant! Online“. Целта му е да подпомогне 

дискусията между здравните професионалисти  и пациентите с ранен карцином 

на гърдата относно рисковете и ползите от адювантната терапия. Adjuvant! Online 

представя оценка на риска от смъртност или рецидив. Параметрите използвани за 

тази оценка са възраст, размер, диференцираност, статусът на естрогенния 

рецептор и придружаващите заболявания.98 Прилагането Adjuvant! Online е много 

противоречиво.99,100,101,102 Все още това е един от най-сложните и амбициозни 

прогностични инструменти.  

„PREDICT“ е също инструмент за създаване на прогноза и оценка на ползата 

от терапията, създаден за да помага на клиницистите и пациентите да взимат 

информирано решение относно лечението, което следва оперативната 

интервенция при пациенти с карцином на млечната жлеза. Оценката на 

преживяемостта представена с и без провеждането на адювантна терапия е 

дадена 5 и 10 години след операцията. Включените прогностични фактори са 

възрастта на диагноза, начина на откриване на заболяването,  размерът на тумора 

в мм, броят позитивни лимфни възли, статуса на естрогенния рецептор, HER2, Ki 

67 и приложеният химиотерапевтичен режим.103 

Прогностичните индекси описват прогнозата на пациента по-надеждно 

отколкото самостоятелните прогностичните фактори. Тези индекси обаче трябва 

да бъдат валидирани в големи проучвания. Всички те са използвани за 

определяне на риска при конкретна група пациенти. Повечето оценяват риска при 

ранен и първичен карцином на млечната жлеза и не могат да бъдат прилагани в 

случаите на метастатичен карцином, или неинвазивен карцином за които са 
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разработени други индекси. 104,105 Все още няма прогностичен индекс, който да 

може да бъде приложен на всеки стадий от развитието на заболяването или във 

всеки момент от процесът на лечение на пациента.  

 

 

ИЗВОДИ ОТ ЛИТЕРАТУРНИЯ ОБЗОР 

 

1. Съществува голямо разнообразие от прогностични и предиктивни 

фактори при пациентите с онкологични заболявания; 

 

2. Това разнообразие се допълва от разнообразието на приложимите 

методи на изследване; 

 

3. Предмет на настоящи и бъдещи изследвания са най-вече генетичните и 

протеомните прогностични фактори и индекси; 

 

4. Класифицирането на прогностични фактори ще подпомогне тяхното 

изучаване и приложимост; 

 

5. Прогнозата на пациента не е статичен показател, а променлива 

зависима от времето; 

 

6. Все още няма прогностичен фактор или индекс, който да може да бъде 

приложен на всеки стадий от развитието на заболяването или във всеки 

момент от процесът на лечение на пациента.  
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ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

 

Цел: Да се открият нови и утвърдят доказани прогностични  и предиктивни 

фактори при карцинома на млечната жлеза 

Задачи: 

1. Да се създаде обобщена класификация на прогностичните и предиктивни 

фактори при карцинома на млечната жлеза 

2. Да се оцени стойността на прогностичните фактори при болните лекувани в 

Клиника по хирургия „ Александър Станишев“ на УМБАЛ „Александровска“ 

за периода от Януари 2010г. до Юли 2015г. 

3. Да се оценят приносите на биобанкирането в  изследването на 

прогностичните и предиктивни фактори 

1) Да се изследват евентуалните прогностични фактори свързани с околната 

среда 

2) Да се оцени значението на наличието на полиморфизми на VEGF  при 

пациентите за прогнозата 

3) Да се оцени значението на протеомният профил на туморите за прогнозата 
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ПЪРВА ГЛАВА 

 

Обобщена класификация на прогностичните и предиктивни фактори при 

карцинома на млечната жлеза 

 

Взимайки в предвид всички вече изброени класификации на прогностичните 

фактори предлагаме нова обобщена класификация, която по-добре показва 

конкретното място на всеки един фактор. Първо определихме всеки един фактор 

като свързан с пациента, свързан с тумора или свързан с околната среда. След това 

определихме, основните фактори (тези, които биха променили терапията за 

пациента, тъй като имат едновременно прогностична и предиктивна стойност) и  

допълнителните фактори (тези, с доказано прогностично значение, които на 

базата на сегашните познания, не променят лечението на пациента) сред 

споменатите групи. Както основните така и допълнителните фактори могат да 

бъдат постоянни във времето или да се променят с времето. С други думи 

факторите, които зависят от времето могат да описват състояние (описание на 

тумора в конкретен момент) или промяна (описание на промяната в пациента, 

тумора или околната среда).   
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Таблица 4. Предложение за класификация на прогностичните и предиктивни фактори 

Прогностичен фактор Основен Допълнителен 

Независим от 

времето 

Зависим от времето Независим от 

времето 

Зависим от времето 

 Описващ  

състояние 

Описващ 

промяната 

 Описващ 

състояние 

Описващ 

промяната 

Фактори свързани с 

пациента 

Възраст на диагноза, 

раса,  

менопаузален статус 

Придружаващи 

заболявания 

 

Преживяемост 

след 

диагнозата 

 

Индекс на 

телесната 

маса  

депресия Съотношението 

неутрофили/ 

лимфоцити 

 

Фактори свързани с 

тумора 

Хистологичен вид Рецептор за 

естроген, 

прогестерон 

Съотношение 

между тумора 

и отговора 

Е-кадхерин Е-кадхерин Времето за 

удвояване на 

размера 

Фактори свързани с 

околната среда 

Социален статус Хирургично 

лечение 

Достъп до 

лечение 

Социален статус 

Година на 

диагноза 

Лъчетерапия Качество на 

живот 

 

 

Тютюнопушене  
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Първо всички фактори включени в класификацията трябва да имат доказана 

прогностична стойност за преживяемостта на пациента.  

Прогностични фактори свързани с пациента 

Възраст при диагноза 

Възрастта при диагноза е фактор с доказана прогностична стойност в много 

проучвания. 106,107,108 Освен това е установено, че тя е важна в процеса на взимане 

на решение относно адювантната терапия, независимо от аксиларния статус.109 В 

проучване на T. Sio и съавтори се разглежда възрастта на диагноза във връзка с 

взимането на решения за избора на лечение. Авторите намират значима разлика 

в препоръките за хирургично лечение и химиотерапия за всяка възрастова 

група.110 Последното издание на препоръките на NCCN също предлага различно 

лечение на пациентите над 70 годишна възраст.111 Това прави възрастта на 

диагноза доказан, основен и независим от времето прогностичен фактор при 

карцинома на млечната жлеза.  

Раса 

В наши дни е вече доказано, че субтиповете карцином на млечната жлеза 

се срещат с различна честота сред жените от различна раса.112Доказано е също, че 

черната раса сама по себе си е прогностичен фактор.113, 114 Проучване върху  1928 

пациенти, в което са изследвани предикторите на прогресия на тумора по време 

на неоадювантната терапия, намира расата като независим фактор за 

предсказване на прогресията на заболяването в мултивариантни проучвания.115 

Това показва, че расата е също и предиктивен фактор за отговор към терапията. 

Това прави расата основен, независим от времето, свързан с пациента 

прогностичен фактор.  

Менопаузален статус 

Менопаузалният статус е доказан прогностичен фактор за общата преживяемост 

и преживяемостта свободна от рецидив.116 Той е важен също за процеса на 

взимане на решение за терапията. В препоръките на Европейската Асоциация по 

Медицинска Онкология за диагноза, лечение и проследяване на пациенти с 
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първичен карцином избора на лечение първично се определя от менопаузалния 

статус на пациента.117 Менопаузалния статус е основен, свързан с пациента и 

независим от времето прогностичен фактор.  

Придружаващи заболявания 

Много проучвания намират, че пациентите с карцином на млечната жлеза, които 

имат придружаващи заболявания, имат по бедна прогноза от тези, които 

нямат.118,119 В проучване на значението на придружаващите заболявания се 

докладва, че пациентите с придружаващи заболявания по-често не получават 

стандартно лечение като вид хирургична интервенция, химиотерапия или 

лъчетерапия, в сравнение с пациентите без заболявания и съответно техния шанс 

за завършване на курса на лечение е по-малък.120.  

Придружаващите заболявания са първият фактор променящ се с времето, който 

разглеждаме. При всички фактори, които се променят с времето, може да се 

приложи идеята, че единично измерване на дадена величина е фактор описващ 

състоянието в конкретен момент, докато измерване на промяната във 

величината, описва скоростта на изменение. Все още не всички прогностични и 

предиктивни фактори са изследвани повече от веднъж при даден болен, за да се 

оцени тяхната промяна.  

Придружаващите заболявания са основен, свързан с пациента и зависим от 

времето фактор в дадените примери.  

Преживяемост след диагноза 

Времето след поставяне на диагнозата е друг фактор свързан с пациента. В своя 

преглед на прогностичните фактори за  дългогодишна преживяемост при 

карцинома на млечната жлеза от 2008 година I. Soerjomataram и съавтори 

докладват проучвания доказващи, че колкото по-дълго живее една болна с 

карцином на млечната жлеза, толкова повече се подобрява нейната прогноза.121 

Преживяемост свободна от заболяване по-малко от 2 години показва значително 

по-висока вероятност от рецидив или смърт. Резултатите са съвместими с други 

доклади, особено при наличие на костни метастази.122 
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Пример за това е проучване от 2015 изследващо преживяемостта при пациентки 

с карцином на  млечната жлеза и костни метастази. Авторите намират, че 

взимайки в предвид интервала свободен от костни метастази, преживяемостта се 

подобрява с всяка изминала година след първата.123 Това показва, че 

преживяемостта свободна от събития е прогностичен фактор за общата 

преживяемост, а също и свързан с пациента, зависим от времето и описващ 

промяната фактор, който променя приложената терапия.    

Индекса на телесна маса (BMI) 

Мета-анализ от 2014г. изследва връзката между индекса на телесната маса и 

преживяемостта при жени с карцином на гърдата. Той включва 79 публикации 82 

проучвания, проследяващи 213 075 пациентки. Авторите изследват индекса на 

телесна маса преди диагнозата, по-малко от 12 месеца след диагнозата и повече 

от 12 месеца след диагнозата. Техните резултати ясно подкрепят факта, че при 

пациентки с карцином на млечната жлеза, по-високия индекс на телесна маса е 

свързан с по-ниска обща и специфична преживяемост, независимо от това кога е 

отчетен.124 

Депресията 

Проучване на A. Vodermaier и съавтори доказва депресията като прогностичен 

фактор. Тя е изследвана като биноминална променлива- пациентите са разделени 

на такива с и без депресия. Авторите анализират наличието на депресия в 

зависимост от стадия на болния. Те установяват, че депресията има значение за 

специфичната и общата преживяемост при пациенти Iви и IIри стадий.125 

N. Zainal и съавтори изследват наблюдателни проучвания сред пациенти с 

карцином на млечната жлеза. В тяхното проучване депресията също е разгледана 

като биноминална характеристика, определена на базата на дискусия или 

клинична оценка.126 Ние приемаме депресията като зависима от времето 

променлива описваща състоянието в конкретен момент, тъй като тя може да се 

прояви във всеки един момент от лечението на пациента или след неговото 

приключване.  Друго проучване изследва намаляването на симптомите на 

депресия в асоциация с по-дълга преживяемост при пациенти с метастатичен 
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карцином и намира подобряване на преживяемостта.127 Намаляването на 

симптомите на депресия е отделен прогностичен фактор описващ промяната 

 

Съотношението на неутрофилите към лимфоцитите 

Мета-анализ от 2015г. изследва публикуваните проучвания върху това 

съотношение и включва 4 293 пациенти. Авторите изследват връзката между 

съотношението на неутрофилите и лимфоцитите и общата, специфичната и 

преживяемостта свободна от заболяване. Резултатите показват, че повишената 

стойност на това съотношение е свързана с влошена обща и преживяемост 

свободна от заболяване.128 Предиктивна стойност на съотношението на 

неутрофилите към лимфоцитите се нуждае от доказване.129 Следователно 

единичната оценка на съотношението преди лечението е допълнителен, зависим 

от времето и описващ състоянието прогностичен фактор. Намерихме и едно 

проучване, което изследва промяната на съотношението на неутрофилите и 

лимфоцитите като прогностичен фактор при болни в IV ти стадий на карцином на 

млечната. То показва, че това съотношение може да бъде и фактор описващ 

промяната. 130 

Промяна в теглото след диагноза 

Качване на килограми 

Проучване на Х. Chen и съавтори изследва промяната в теглото след диагноза във 

връзка с преживяемостта. Сред 5042 пациентки авторите установяват, че жените, 

които са качили повече от 5 килограма или са свалили повече от 1 килограм имат 

по-голяма смъртност от тези, които са запазили теглото си. 131 

Загуба на тегло  

Едно малко проучване върху 109 пациенти изследва загубата на тегло като 

индикатор за рецидив. Резултатите предполагат, че необяснимата загуба на 

килограми е ценен ранен индикатор за рецидив на заболяването.132 
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Прогностични фактори, свързани с тумора 

Хистологичен тип 

Хистологичния тип е доказан прогностичен фактор при карцинома на млечната 

жлеза. 133 В проучване на разликите в хистологичните видове на този карцином на 

и отговора на неоадювантна терапия, се установява, че общата и преживяемостта 

свободна от заболяване е значително по-кратка за болните с метапластичен или 

инвазивен лобуларен карцином. Въпреки слабия отговор, пациентите с 

муцинозен и апокринен карцином, имат добра прогноза.  Следователно дори 

хистологичния тип да не се взима в предвид в препоръките за лечение има 

доказателства, че той може да промени лечението.134 Следователно 

хистологичния тип е свързан с тумора, основен и независим от времето 

прогностичен фактор.   

Рецептор за естроген (ER), рецептор за прогестерон (PR), рецептор за 

епидермален растежен фактор 2 (HER2), p53 и Ki-67 

Рецептора за естроген , прогестерон и епидермалния растежен фактор 2 са сред 

най-често изследваните прогностични фактори свързани с  тумора. Те имат 

доказана прогностична135, 136и предиктивна стойност. 137,138  Освен това през 2011г.  

R. Nishimura и съавтори публикуват проучване изследващо промяната на ER, PgR, 

HER2, p53 и Ki-67 при появата на рецидивен карцином на млечната жлеза. 

Промяна е наблюдавана при всички изследвани фактори. Следователно ние 

можем да ги класифицираме като свързани с тумора, основни, зависими от 

времето, описващи състоянието в конкретен момент прогностични фактори.139 

Патологичния отговор или съотношението между тумора и отговора към 

терапия  

През 2011 г мета-анализ проверява хипотезата, дали патологичния отговор към 

неоадювантната терапия е прогностичен за  далечните резултати.  Анализа 

включва 16 проучвания и 3776 пациенти. Резултатите потвърждават патологичния 

отговор като прогностичен индикатор за преживяемостта и предполагат, че 

пациентите постигнали пълен отговор след терапията имат по-добра прогноза.140 

В случай на частичен отговор, пациента може да има полза от по-продължително 

лечение за да постигне пълен отговор. В случай на липса на отговор или дори 
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прогресия на заболяването, хирургичната интервенция може да се преосмисли в 

по-ранни етапи на лечението.  Така пациентите могат поне да бъдат предпазени 

от получаването на токсични лекарства, от които  нямат полза.141  

Друг начин да се оцени отговора на тумора, е чрез съотношението между тумора 

и отговора. То отразява частта от тумора останала след като пациента премине 

неоадювантната терапия и преди всякаква хирургична интервенция. Доказано е, 

че това съотношение е предиктивно за преживяемостта при пациенти с I-IIIти 

стадий карцином на гърдата, при които е проведена неоадювантна терапия. 142  

Това прави съотношението между тумора  и отговора, основен, свързан с тумора 

и описващ промяната фактор.  

Загубата на Е- кадхерин  

Е-кадхеринът представлява адхезионна молекула на туморната клетка. Неговата 

ниска експресия или загуба на експресия се свързва с туморна дедиференциация 

и повишен метастатичен потенциал. Доказан е като независим фактор за 

преживяемостта свободна от заболяване143 и общата преживяемост144 при 

пациенти с карцином на млечната жлеза. В проучване на Yoshida R. и съавтори се 

установява, че експресията на Е-кадхерин е намалена или липсва в 

метастатичните лимфни възли, независимо от експресията в първичния тумор. 

Авторите предполагат, че   промяната в експресията на Е-кадхерин е свързана не 

само с далечните метастази, но и с метастазите в лимфните възли.145 Също 

загубата на Е-кадхерин се свързва с по-напреднал стадий, подкрепяйки идеята, че 

това е маркер за агресивност.146 Не можахме да открием проучване, което да 

изследва промяната в експресията на Е-кадхерин в случай на рецидив , затова не 

можем да бъдем сигурни, че този фактор е  независим от времето. В настоящата 

класификация той е допълнителен и свързан с тумора прогностичен фактор.  

Времето за удвояване на тумора 

В своята книга „Естествена история и прогностични маркери“ R. Margolese и 

съавтори оценяват времето за удвояване размера на тумора при първичен 

карцином на млечната жлеза. Те сравняват скоростта на растеж на тумора в 

няколко проучвания и намират, че средното време за удвояване на размера е 

между 215 и 325 дни. Авторите заключават, че ако карциномът се развива от 



Прогностични и предиктивни фактори при карцинома на млечната жлеза, д-р М. Василева 

 

42 
 

единична клетка  и расте с постоянна скорост на удвояване на размера, ще са му 

необходими около 20 години за да достигне размер 1-2 см в диаметър.  Тумор с 

по-голяма скорост на нарастване, като например 100 дни, ще се нуждае от 10 

години за да стане клинично доловим. Значително по бързо растящ тумор (време 

за удвояване на размера 20 дни), ще се прояви само 2 години по-рано.  Тумор с 

размер 2 мм, нарастващ със средното установено време за удвояване на размера, 

ще се нуждае от 4 години за да достигне размер 1 см. Трябва да се вземе в 

предвид и, че скоростта на нарастване, не е постоянна за тумора. Тези 

наблюдения могат да обяснят сравнително по-бедната прогноза показана в много 

проучвания за по–младите жени ( <35 години).  Авторите предполагат, че тези 

жени имат в по-голямата си част бързо растящи, по-агресивни тумори, тъй като 

бавно растящите не биха имали време да станат клинично доловими до тази 

възраст. Следователно времето за удвояване размера на тумора е допълнителен 

фактор описващ промяната.147 

Прогностични фактори свързани с околната среда: 

Социален статус 

Проучване от 2006г. оценява и обяснява социалните неравенства в 

преживяемостта от карцином на млечната жлеза в швейцарския кантон на 

Женева, където цената на здравеопазването и очакваната продължителност на 

живот са едни от най-високите в света.  Това проучване включва 3 920 жени, 

жителки на Женева, които са диагностицирани с инвазивен карцином преди да 

достигнат 70 годишна възраст, за 20 годишен период от време между 1980г. и 

2000г. Пациентките са разделени в 4 социално-икономически групи, според 

последната им месторабота. Когато се сравняват пациентките сред различните 

групи, тези, от нисък социален клас, имат повишен риск от смърт от карцином. 

Авторите установяват също, че тези жени по-често са чужденки, по-рядко са 

диагностицирани по време на скрининг и по-често са в напреднал стадий. 

Установява се и разлика в приложеното лечение. Те по-рядко претърпяват 

органосъхраняващи операции и по-рядко получават хормоно- и химиотерапия, 

най-вече при наличие на позитивни лимфни възли. Когато всички тези фактори се 

вземат в предвид, пациентките от по-ниска социална група имат значително по-

висок риск от смърт.148 Не можахме да намерим проучване, което да изследва 
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значението на промяната в социалния статус при пациентки с карцином на 

млечната жлеза.  И за това приемаме, че това е допълнителен и независим от 

времето прогностичен фактор свързан с околната среда.  

Вид операция 

Това е зависим от времето, описващ състоянието, основен фактор на околната 

среда. Той е оценен и доказан като прогностичен.149 Обема на оперативната 

интервенция определя и прилагането на лъчетерапия в процеса на лечение.150,46    

Вида на операцията е фактор, който може да се промени с времето, тъй като 

обемът на интервенцията може да се увеличи. 

Достъп до лечение 

Достъпът до лечение е също изследван като фактор на околната среда в 

проучването на I. Soerjomataram и съавтори,121 описано по-горе. Те установяват, 

че достъпа до лечение се е подобрил във времето в  повечето индустриализирани 

страни и по-добра преживяемост се наблюдава във всички възрастови групи. Това 

показва, че достъпа до лечение е основен фактор на околната среда, който зависи 

от времето. То описва състоянието на пациента в конкретен момент.     

Година на диагноза 

Потърсихме проучвания, които да сравняват преживяемостта в зависимост от 

годината на диагноза, за да докажем подобряването на лечението на карцинома 

на млечната жлеза през годините. Анализ на раковите регистри на Австралия, 

Канада, Дания, Норвегия, Швеция и Великобритания между 1995 и 2007 намира, 

че преживяемостта се подобрява за всички 4 типа карцином включени в 

проучването.  За карцинома на млечната жлеза 5-годишната преживяемост е 85%, 

за пациенти диагностицирани между 1995-1999; 87% за пациенти 

диагностицирани между 2000г. и 2002г. и 88,1% за пациенти диагностицирани 

между  2005г. и 2007г. 151 Други проучвания също докладват подобни резултати152 

Това подобрение, може да се дължи на подобрение във всички етапи на 

лечението, като например въвеждането на мултидисциплинарната грижа в 

клиничната практика. 153 
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Лъчетерапия 

Мета-анализ на ефекта от лъчетерапията, включващ 17 рандомизирани 

контролирани проучвания и повече от 10 000 пациенти  доказва, че 

лъчетерапията,  приложена след органосъхраняваща операция, намалява 

наполовина риска от рецидив. За сравнение абсолютната полза от лъчетерапията 

варира  съществено според характеристиките на пациента и може да бъде 

предсказана в момента на определяне на терапията.150 Лъчетерапията е 

допълнителен фактор на околната среда, описващ прогнозата за болния в 

конкретен момент.  

Качество на живот 

Много проучвания изследват зависимостта между  качеството на живот и 

прогнозата при пациентки с карцином на млечната жлеза. Като пример ще 

разгледаме  проучване на M. Epplein и съавтори. В проучването е включена 

информация за 2 230 жени, попълнили анкета  при диагнозата и около 6 месеца 

след поставяне на диагнозата  и информация от 1 845 жени попълнили анкета и 

на 36 тия месец след диагнозата. Това проучване намира, че сред пациентите 

преживели до 6 тия месец от диагнозата, социалното благополучие е значително 

свързано с понижен риск от рецидив и смърт. На 36 тия месец авторите не 

откриват асоциация на нито един от факторите на качеството на живот със 

смъртността и рецидивите. Ние класифицирахме качеството на живот като 

зависим от допълнителен фактор, зависим от времето фактор описващ 

моментното състояние.   

Тютюнопушене  

Много проучвания изследват връзката между тютюнопушенето и смъртността от 

карцином на млечната жлеза. Едно от тях сравнява настоящите и бивши пушачи с 

никога непушилите. Първоначално авторите не откриват значима зависимост. 

Когато взимат в предвид възрастта на диагноза те установяват, че  сред 

настоящите пушачи специфичната смъртност се повишава в зависимост от 

експозицията, интензитета и продължителността на тютюнопушенето. Авторите 

извършват и мета-анализ, който показва статистически значимо повишаване на 

специфичната смъртност  при пушачите в момента на диагноза в сравнение с 
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никога непушилите.154 Друго скорошно проучване също намира повишен риск от 

рецидив и смъртност в зависимост от дозата.155 Класифицирахме 

тютюнопушенето като допълнителен фактор на околната среда, променящ се с 

времето по смисъл на продължителност на тютюнопушенето и пакетогодини.   

 

 

 

 

Заключение 

В крайна сметка ни беше трудно да определим онези прогностични фактори, 

които не се променят с времето.  

Много от факторите са изследвани само в един момент от живота на пациента, по-

често това е момента на диагнозата, и не са измервани отново в случай на по-

късно събитие. По тази причина няма проучвания оценяващи значението на 

тяхната промяна за далечните резултати. Така някои от показателите, които ние 

смятаме, че биха се променили във времето, са описани в литературата само на 

базата на единично измерване.  

Има проучвания, доказващи че значението на прогностичните фактори намалява 

с времето в зависимост от продължителността на проследяване156 и с напредване 

на карциномния процес.2 Те докладват, че кривите на преживяемостта, в 

зависимост от туморните прогностични фактори, показват голям спад на 

преживяемостта през първите 5 години след диагнозата, след което се 

стабилизират. 50 От тук нататък по-важни остават факторите свързани с пациента.  
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ВТОРА ГЛАВА 

 

Задачата, която си поставихме в тази глава, е да се оцени стойността на 

прогностичните фактори при болните лекувани в Клиника по хирургия 

„Александър Станишев“ на УМБАЛ „Александровска“ за периода от Януари 

2010г. до Юли 2015г.  

 

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

1. Характеристики на пациентките  

В изследването са включени 160 пациентки с хистологично доказан първичен 

инвазивен карцином на млечната жлеза.  

1. Възраст 

Пациентките са на възраст от 30 до 86 години (средно 57,7). Карциномът на 

млечната жлеза е диагностициран най-често в групата от 60 до 64 години.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Фигура 7. Разпределение на новите случаи по възраст 

От включените в проучването пациентки, 8 са с данни за билатерален карцином. 

При  4 от тях от момента на диагностициране на първият карцином са минали 

повече от 5 години. По тази причина за дата на диагноза се приема датата на 
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диагноза в клиниката (след 2010г.). При останалите 4 първият карцином е 

диагностициран след 2010г и времето до появата на втория контралатерален 

карцином е по-малко от 5 години и за дата на диагноза е взета датата на 

установяване на първия карцином. По така изброените причини, нито една от 

пациентките с билатерален карцином не е изключена от изследването.  

2. Стадий 

В настоящия труд стадия се разглежда като характеристика на пациента, тъй като 

стадия обеднява пациенти с една и съща прогноза ( а прогнозата е характеристика 

на пациента). Той е пряко свързан с характеристиките на тумора и се определя от 

тях. Пациентите са стадирани по 7-мата ревизия на TNM (Тumor-Node-Metastases 

classification system)157. Най-много са пациентките във втори стадий на 

заболяването. Това са пациенти с размер на тумора до 5см и до 3 метастатични 

лимфни възела.  

3. Туморни маркери 

Карциноембрионалният антиген е изследван при 76 пациентки. От тях със 

стойност в референтни граници e при 66. Специфичният туморен маркер за 

карцином на млечната жлеза Ca15-3 е изследван при 125 от болните, като при 103 

от тях е в норма. 

4. Съотношението на неутрофилите към лимфоцитите - известно при 50 

пациентки (виж таблица 5). 

5. Съотношението на тромбоцитите към лимфоцитите - известно при 49 

пациентки (виж таблица 5). 

6. Фибриноген – изследван при 110 пациентки, в норма при 90 от тях. (виж 

таблица 5). 

Стойността на прогностичните фактори сред пациентите лекувани в Клиника по 

хирургия „Александър Станишев“ е оценена при 94 пациенти от описаните по-горе 

160. В анализа на преживяемостта са включени само пациенти, за които са минали 

поне две години от датата на диагнозата.  Подробно разпределението на всички 

фактори в двете групи пациенти е  показано на таблица 5.  
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Таблица 5.  Характеристики на пациентите 

 Общ брой пациенти Анализ на прогностичната 

стойност 

Фактор Брой (160) % Брой (94) % 

възраст 160 100,0 94 100 

до 39 13 8,1 10 10,64 

от 40-69 124 77,5 76 80,85 

над 70 23 14,4 8 8,51 

стадий 142 88,8 88 93,62 

стадий I 45 28,1 27 28,72 

стадий II 57 35,6 31 32,98 

стадий III 30 18,8 24 25,53 

стадий IV 9 5,6 6 6,38 

СЕА 76 47,5 55 58,51 

повишен 10 6,3 6 6,38 

Са 15-3 125 78,1 77 81,91 

повишен 22 13,8 11 11,70 

NLR 50 31,3 39 41,49 

повишено 23 14,4 11 11,70 

PLR 49 30,6 38 40,43 

повишено 17 10,6 13 13,83 

фибриноген 110 68,8 53 56,38 

повишен 20 12,5 8 8,51 

 

2. Характеристики на тумора 

1. Размер 

Размерът на тумора е оценен, както по абсолютна стойност в мм при 148 болни, 

така и според Т категорията на TNM класификационната система при 159 от всички 

160 болни. За една от болните, няма никакви хистологични данни. 
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2. Множественост 

С данни за повече от един фокус на тумора са 18 болни. Сред тях най-често се 

срещат тези с по 2 фокуса, но има и една болна с 5 огнища на карцином. За 

множествен карцином в настоящия труд се счита, такъв с поне две огнища на 

инвазивен карцином.  

От 18-те множествени карцинома : 

За 2  болни данните са от направените образни методи, тъй като хистологичният 

резултат е единствено от инцизионна биопсия, с цел последваща неоадювантна 

терапия. Информация за хистологията и рецепторния статус има съответно само 

за 1 от формациите. 

За 2 болни резултатите са след неоадювантна терапия и при тях хистологията и 

рецепторния статус на отделните фокуси съвпада. 

При 2 болни туморите се различават по хистология – едната има съчетания от 

инвазивен папиларен и инвазивен дуктален карцином, а при другата едната 

формация е инвазивен дуктален карцином, а втората е смес от муцинозен, 

тубуларен, папиларен и солиден дуктален тумор. Последните са и с различен 

рецепторен статус.  

Също общо 2 болни имат различен рецепторен статус на туморите.  

3. Диференцираност - най-разпространени са нискодиференцираните 

карциноми 

4. Хистологичен вид 

Сред хистологичните видове преобладава инвазивния дуктален карцином -127 

пациентки. С инвазивен лобуларен карцином са 16, а само с папиларен -6 

пациентки.  

5. Инфилтрация на околната тъкан 

В анализа са включени само пациентки, в чийто хистологичен резултат изрично е 

упоменато наличието или липсата на инфилтрация в околната околната мастна 

тъкан. Това са 137 пациентки, от тях при 126 има инфилтрация, а при 11 липсва.  
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6. Брой метастатични лимфни възли  

Метастатичните лимфни възли са оценени в настоящия труд по няколко начина: 

1) по наличие или отсъствие на метастатични лимфни възли- информация има 

за 133 пациентки, от тях 63 имат поне един метастатичен лимфен възел;  

2) по абсолютният брой метастатични лимфни възли – броят метастатични 

лимфни възли варира от 0 до 19; 

3) групирани в N-категории според TNM класификационната система; 

4) според стойността на съотношението на лимфните възли се дефинира като 

съотношението на броя метастатични лимфни възли към броя на 

изследваните лимфни възли. Съотношението на лимфните възли е фактор 

по-често изследван при болните с позитивни лимфни възли. 158,159  Най-

често избираните разделни стойности за съотношението на лимфните 

възли са 0,2 и 0,25 160; 

7. ER, PR, HER-2 - пълни данни за рецепторния статус има при 153 пациентки. 

Изследвани са и различни комбинации от стойности на рецепторния статус, 

като тройно негативни, тройно позитивни тумори и HER2 преекспресиращи;   

8. Луминален тип 

Консенсуса от St. Gallen, както и наръчниците на Европейската Асоциация по 

Медицинска Онкология през 2015 препоръчват класифицирането на туморите на 

млечната жлеза на молекулни типове да става на базата на експресията на 

рецептора за естроген, прогестерон, HER2 и Ki 67161, 26. От пациентите включени в 

изследването Ki 67 е известен само при 32 болни, което направи невъзможно 

определянето на молекулния субтип при по-голямата част от тях. По тази причина 

разпределението на туморите по луминален тип е извършено на базата на 

класификация приложена от Carol  Parise и Vincent Caggiano през 2014г. Според 

нея луминалният тип може да се определи само с помощта на хормоналният и 

HER2 статус и диференцираността на тумора.162 Разпределението на туморите 

според молекулния субтип е представено на таблица 6.  
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Таблица 6. Класификация на  туморите по молекулния тип в зависимост от 

рецепторния статус 

луминален тип рецептори 

 ER+PR+HER2- 

луминален  A ER+PR-HER2- 

 ER-PR+HER2- 

   

 ER+PR+HER2- 

луминален B, HER2 - ER+PR-HER2- 

 ER-PR+HER2- 

   

 ER+PR+HER2+ 

луминален B, HER2 + ER+PR-HER2+ 

 ER-PR-HER2+ 

   

тройно негативен ER-PR-HER2- 

   

HER2 преекспресиращ ER-PR-HER2+ 

 

На базата на дадената класификация, пациентите  от изследването се 

класифицират както следва на таблица 7. 

Таблица 7. Разпределение на туморите по луминален тип 

молекулен субтип 140 (160) 81(94) 

лиминален А тип 58 30 

луминален В тип 54 31 

тройно негативен тип 18 14 

HER2 преекспресиращ 10 6 

9. Изследвано е наличието на туморни емболи в лимфни съдове (131); 

туморни емболи във венозни съдове (132) и общо лимфноваскуларна 

инвазия (131). 
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10. Наличие на неинвазивна компонента – има данни за 150 болни. В анализа 

на прогностичната стойност са включени само пациентките с инвазивен 

дуктален карцином, тъй като тези с инвазивен лобуларен карцином с данни 

за неинвазивна компонента са само 5.  

Подробно разпределението на всички фактори е представено на таблица 8.  

Таблица 8. Разпределение на туморните характеристики 

 Общ брой пациенти Анализ на прогностичната стойност 

Фактор  брой (160) % брой (94) % 

Т 159 99,4 93 98,9 

Т1 70 43,8 42 44,7 

Т2 60 37,5 32 34,0 

Т3 13 8,1 9 9,6 

Т4 16 10,0 10 10,6 

множественост 156 97,5 91 96,8 

множествени 18 11,3 9 9,6 

диференцираност 141 88,1 82 87,2 

G1 16 10,0 12 12,8 

G2 49 30,6 25 26,6 

G3 76 47,5 45 47,9 

хистологичен вид 159 99,4 94 100,0 

дуктални 127 79,4 78 83,0 

лобуларни 16 10,0 7 7,4 

други 16 10,0 9 9,6 

инфилтрация на 

околната тъкан 

137 85,6 82 87,2 

с инфилтрация 126 78,8 71 75,5 

статус на 

аксиларните 

лимфни възли  

138 86,3 86 91,5 

позитивен 68 42,5 47 50,0 

N 138 86,3 86 91,5 

N0 69 43,1 39 41,5 
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N1 44 27,5 27 28,7 

N2 16 10,0 14 14,9 

N3 9 5,6 6 6,4 

LNR 133 83,1 82 87,2 

LNR>0,2 30 18,8 22 23,4 

ER 156 97,5 90 95,7 

позитивен 128 80,0 70 74,5 

PR 156 97,5 90 95,7 

позитивен 111 69,4 62 66,0 

HER2 153 95,6 88 93,6 

позитивен 27 16,9 18 19,1 

тройно негативен 18 11,3 14 14,9 

тройно позитивен 8 5,0 7 7,4 

лимфно-

васуларна 

инвазия 

132 82,5 78 83,0 

позитивна 71 44,4 45 47,9 

наличие на 

неинвазивна 

компонента 

150 93,8 89 94,7 

позитивно 54 33,8 31 33,0 

наличие на 

метастази 

159 99,4 93 98,9 

М1 9 5,6 6 6,4 
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Фактори свързани с околната среда и лечението 

В настоящия труд като лечебни методи са разгледани хирургичното лечение и 

прилагането на неоадювантна терапия. Нямаме данни за приложената адювантна 

терапия на пациентите.  

 

1. Хирургично лечение 

Разпределението на оперативните интервенции по обем е дадено на следната 

таблица.  

Таблица 9. Разпределение на пациентите според обема на оперативната 

интервенция и стадия на заболяването. 

стадий квадрантектомия мастектомия общо 

1 32 13 45 

2 31 27 58 

3 7 22 29 

4 1 4 5 

х 4 2 6 

общо 75 68 143 

 

 

2. Брой премахнати лимфни възли – изследвани лимфни възли има при 134 

(от 160) болни, като броят им варира от 1 до 35.  

 Настоящото изследване провери и хипотезата има ли статистически значима 

разлика в преживяемостта между болните, при които са премахнати по-малко от 

6 лимфни възела ( необходимият минимум според TNM )  и такива, при които са 

премахнати повече от 7 лимфни възела. С до 6 дисецирани лимфни възела са 20 

болни.  

3. Неоадювантна терапия:  

На неоадювантна терапия са изпратени 20 болни, част от които след приключване 

на терапията са радикално оперирани.  
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Протокол на изследването 

 

За описания период в Клиниката по хирургия „Проф. Александър Станишев“ са 

лекувани 189 болни с хистологично доказан карцином на млечната жлеза. От тях 

без данни за далечната преживяемост и/или преживяемостта свободна от 

рецидив са 12 болни. От останалите 177, 7 болни са лекувани по повод на рецидив, 

а 1 болна е с доказан чист ин ситу карцином, поради което са изключени от 

изследването. В анализа остават 169 болни– жени на възраст от 30 до 86 с 

хистологично доказан първичен инвазивен карцином на млечната жлеза. 

Изследването на болните лекувани в Клиниката по хирургия е извършено 

ретроспективно. Данните свързани с диагнозата и лечението на пациентите са 

взети от историите на заболяването, а данните за виталният статус и датата на 

смърт от Националният Раков Регистър.  

За да се изследват прогностичните и предиктивни фактори при пациентите в 

клиниката се установи преживяемостта (обща преживяемост) на всеки един 

пациент (определена като времето от диагнозата до датата на смъртта), 

преживяемостта свободна от заболяване (определена като времето от 

диагнозата до датата на диагностициране на метастаза или рецидив или смъртта 

на пациента) и времето свободно от събитие (определено като времето от 

диагнозата до диагностицирането на рецидив или метастаза). 

Всички пациентки са проследени до 19.08.2015г- крайна дата на проучването 

 

Протоколът за включване на пациенти в изследването на прогностичните фактори 

е представен на фигура 8.  
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Фигура 8. Протокол за включване на пациентите в изследването на прогностичните фактори. 

 

189 пациенти диагностицирани и /или лекувани в 

Клиника по хирургия „проф. Александър 

Станишев“ между Януари 2010 и Август 2015г. 

177 пациентки с възможност 

за проследяване 

168 пациентки с инвазивен карцином 

169 лекувани по повод 

първичен карцином 

163 само с карцином на млечната жлеза 

Върху 160 пациентки е 

извършен корелационен 

анализ на факторите 

12 пациентки – без данни за преживяемост 

8 пациентки – лекувани по повод рецидив 

1 пациентка с чист in situ карцином 

5 пациентки + карцином с друг произход 

3 пациентки починали от друго  

Върху 94 пациентки е 

изследвана стойността на 

факторите за прогнозата 

66, за които не са минали 2 години 
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Приложени методи на диагностика и лечение:  

 

 

Диагностичният алгоритъм включва: 

 

1. Анамнеза 

2. Клиничен преглед 

3. Лабораторни изследвания – ПКК с диференциално броене, туморни маркери, 

АСАТ, АЛАТ, креатинин, кръвна захар, INR, фибриноген 

4. Образни методи – ехография и мамография 

5. Хистологични методи – оцветяване с H&E, имунохистохимия, CISH 

Приложените оперативни методи на лечение: 

1. Ексцизионна биопсия 

2. Инцизионна биопсия- дебелоиглена или отворена 

3. Квадрантектомия 

4. Проста мастектомия 

5. Радикална мастектомия 

6. Сентинелна биопсия 

7. Аксиларна лимфна дисекция 
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Използваните статистически методи включват: 

Kaplan Meier крива на преживяемостта 

Kaplan-Meier кривата на преживяемост се дефинира, като вероятността от 

оцеляване при дадено време на проследяване. При този анализ се допускат три 

твърдения.  

1. Приема се, че във всеки един момент отпадналите от проучването пациенти 

имат същия шанс за преживяване, като пациентите, които продължават да 

се проследяват в проучването;  

2. Приема се, че шанса за преживяване е еднакъв при пациентите отпаднали 

рано или по-късно в проучването; 

3. Приема се, че всяко събитие възниква в различен индивидуален  момент;  

Метода на Kaplan Meier включва вероятността от поява на събитие в конкретен 

момент от време.  За всеки период от време вероятността за преживяване се 

изчислява като броя на пациентите, които са преживели, се разделя на броя 

пациенти в риск. Пациентите, които са починали, отпаднали или излезли по 

някаква причина от проучването, не принадлежат към групата пациенти в риск. 

Това означава, че тези пациенти са изгубени и се смятат  за „цензурирани“ и не се 

броят в знаменателя.  

Общата вероятност за преживяване в  този  момент се смята като се умножат 

всички вероятности за преживяване по всички времеви периоди преди дадения 

конкретен момент. 163 

Log rank теста се използва за да се провери нулевата хипотеза, а именно, че при 

наличие на две кохорти няма разлика между популациите във вероятността за 

дадено събитие, в който и да е момент. За всеки период от време се изчислява 

наблюдавания брой събития във всяка група и очаквания брой събития, ако 

наистина няма  разлика между групите. Нарича се още  Mantel–Cox тест.164 

Използваното от нас критично ниво на значимост е α = 0.05. Нулевата хипотеза се 

отхвърля, когато Р стойността (Р-value) е по-малка α. 
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Cox regression hazard model 

Кокс регресията е метод за изследване на ефекта на няколко променливи върху 

времето, което е необходимо да се случи конкретно събитие. В контекста на 

резултат, какъвто е смъртта, това  се нарича Кокс регресия за анализ на 

преживяемостта. Този метод приема, че ефекта на изследваните фактори е 

константа във времето и се измерва в една и съща скала. Този метод дава по 

добра оценка на вероятността за преживяемост от метода на Kaplan Meier. 165 

В един конкретен момент t вероятността за преживяване е равна на риска от 

смърт (между 0 и 1), а функцията на преживяемостта в момент t е вероятността за 

преживяване до този момент.  

Коефициентите в Кокс регресията са свързани с вероятностите. Позитивен 

коефициент показва по-лоша прогноза, а негативен коефициент показва 

протективен ефект върху променливите, с които е свързан. 166 

Chi-square тест 

Това е често използван тест за номинални (категорийни) променливи.  Основно 

му приложение е тестването за независимост. Нулевата хипотеза гласи, че 

разпределението на стойностите на едната променлива е независимо от другата, 

или с други думи, че разпределението на стойностите на единия фактор  е еднакво 

за всяка стойност на втория фактор. 

Тест на Фишер 

Прилага се също както Chi-square тест  при бинарни променливи, когато се търси 

отговор на въпроса дали дадена променлива е равномерно разпредена сред 

вариантите на втората променлива. Разликата с Chi-square тест е, че може да се 

прилага при малко случаи (<5) или ненормално разпределение на 

променливите. 167 

Анализът на преживяемостта е извършен на SPSS 16 и RStudio v0.99. 

Корелационнен анализ е извършен на GUI for R – 2.15. 
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РЕЗУЛТАТИ 

Всички изследвани показатели са тествани за връзка с преживяемостта с log rank 

метод. Намерени са 8 значими резултата. Някои от по – важните резултати са 

представени във вид на графика.  

1. Обща преживяемост  

Фигура 9. Обща преживяемост на пациентите 

2. Преживяемост според стадия в момента на диагноза  

Log rank p<0.001 

Фигура 10. Преживяемостта според стадия на пациентите 
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3. Преживяемост на пациентите с и без проведена неоадювантна терапия 

Log rank р<0.001 

Фигура 11. Преживяемост според провеждането на неоадювантна терапия 

4. Преживяемост на пациентите в зависимост от вида на операцията  

Log rank p=0,039 

Фигура 12.Преживяемост според вида на оперативната интервенция 
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5. Преживяемост на пациентите според луминалния тип 

Log rank р=0,287 

Фигура 13. Преживяемост на пациентите според луминалния тип 

Сравнителна таблица на значимостта на прогностичните фактори за 2 годишната 

преживяемост (94 болни) . Значимостта е оценена с Cox regression models. 

Таблица 10.  Значимост за преживяемостта на факторите свързани с пациента  

Изследвани прогностични 

фактори 

2 годишна 

преживяемост (p) 

Възраст (до 39; 40-69; над 69) 0,295 

СЕА (норма/повишен) 0,985 

Са 15-3 (норма/повишен) 0,002 

NLR (2,5) 0,972 

PLR (160) 0,996 

Фибриноген (норма/повишен) 0,038 
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Таблица 11. Значимост за преживяемостта на факторите свързани с тумора 

Изследвани прогностични фактори 2 годишна 

преживяемост (p) 

Размер (mm) 0,034 

T категория на TNM 0,001 

Множественост 0,701 

Диференцираност 0,347 

хистологичен вид ( дуктален/лобуларен) 0,002 

инфилтрация на околната тъкан,  0,393 

статус на аксиларните лимфни възли (позитивни/негативни) 0,702 

N категория на TNM 0,971 

LNR (0,2) 0,528 

ER (позитивен/негативен) 0,047 

PR (позитивен/негативен) 0,048 

HER-2 (позитивен/негативен) 0,779 

луминален тип  0,154 

тройно негативен тип 0,141 

Тройно позитивен тип 0,724 

туморни емболи в лимфни съдове  0,2 

туморни емболи във венозни съдове 0,646 

Обобщено лимфно-васкуларна инвазия 0,566 

наличие на in situ компонента (дукталните) 0,107 

М категория на TNM 0,001 

 

Tаблица 12.  Значимост за преживяемостта на факторите свързани с лечението 

Изследвани прогностични 

фактори 

2 годишна преживяемост (p) 

неоадювантна терапия 0,001 

Вид операция ( радикална) 0,058 

Брой премахнати лимфни възли  0,928 
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Когато при оценката на статистически значимите фактори се взе под внимание 

стадия на пациентите, своята статистическа значимост запази единствено 

хистологичния тип  ( р<0,001).  Когато към модела за оценка на значението на 

хистологичния вид за преживяемостта, се добави вида операция 

(квадрантектомия или мастектомия), хистологичният вид запази своята 

статистическа значимост (р=0,01) за далечната преживяемост.  
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ОБСЪЖДАНЕ 

Всички изследвани фактори са оценени еднократно в момента на диагнозата. От 

проучването са изключени болните, лекувани по повод на рецидив, поради 

недостатъчна информация относно първичния тумор. По тези причини връзката 

на изследваните фактори с времето не може да бъде оценена.  

Друг съществен недостатък на настоящето проучване малкият брой пациенти, най 

–вече включените в анализа на преживяемостта, и краткото време на 

проследяване. До крайната дата на проследяване от 160 болни са починали 23; 

при 1 е регистриран рецидив, а при 4 далечни метастази. Малкият брой на 

събитията опорочава както изследването на преживяемостта свободна от 

заболяване, така и на общата преживяемост.  Възможно е при едно по-

продължително проследяване повече от изследваните фактори да демонстрират 

своята значимост. 

Характеристики на пациента 

1. Възраст 

За разлика от други проучвания, за които стана дума в предишната глава на 

настоящия труд, тук възрастта не успя да покаже статистическа значимост за 

преживяемостта, независимо дали е изследвана като количествена променлива, 

дали пациентите са разделени в групи под 50 и над 50 години ( данните не са 

показани) или са разделени на млади възрастни до 39 години, от 40 до 69 години 

и над 70 години. 

2. Стадий 

Стадият е основен индикатор за прогнозата на болните. Нашите резултати 

показват една особена тенденция, а именно, че пациентите във втори стадий 

изместват тези в първи по преживяемост. Въпреки това статистически значима 

разлика между преживяемостта в различните стадий съществува. Според нас тези 

резултати, се дължат на краткия период на проследяване на пациентите – средно 

40,2 месеца.  
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3. Туморни маркери  

Туморните маркери са повишени при много малка част от пациентите. Дори 

специфичният за млечната жлеза Са 15-3 е повишен само при 12% от болните, 

което е белег за тяхната малка диагностична чувствителност. Въпреки това  

стойността на Са 15-3 успява да достигне статистическа значимост за 

преживяемостта, с което показва своето място в лечебно-диагностичния процес.  

4. Съотношението на неутрофилите към лимфоцитите и съотношението на 

тромбоцитите към лимфоцитите ,  

Тези два сравнително нови прогностични маркера са доказали своето 

диагностично и прогностично значение. Малкият брой пациенти и събития, не ни 

позволи да намерим подходяща разделна стойност за тези две съотношения. В 

настоящия анализ приложихме най-често използваните разделни стойности, 

приложими за нашите резултати.168,169 

5. Фибриноген  

Фибриногенът не е разглеждан досега в този дисертационен труд. Включихме го 

в анализа на преживяемостта на базата на не малко проучвания върху неговата 

прогностична стойност за преживяемостта, голяма част, от които публикувани 

съвсем наскоро.170,171 Той доказа своята значимост за преживяемостта, макар и да 

загуби прогностична стойност, когато в модела се включи стадия на болните. 

2. Характеристики на тумора 

1. Размер 

Размерът на тумора доказва своето значение, както като количествена 

характеристика (в мм), така и в Т категорията на TNM. Самостоятелното значение 

на размера на тумора за преживяемостта е доказано многократно. В проучване от 

2005 сред повече от 21 000 пациентки е установена зависимост между размера на 

тумора и преживяемостта, както при пациентките с налични метастази в лимфните 

възли, така и при тези без.172   
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2. Множественост 

Значението на множествеността на раковия процес е много противоречиво, а 

оценката на значението на множествените карциноми е трудна. Това се дължи на 

няколко фактора. Първият, от които, е липсата на единна терминология 

дефинираща множествените карциноми. Разграничаването  между 

мултифокалния и мултицентричния карцином на гърдата се прави топографски, 

въз основа на допускането, че мултифокалният карцином произхожда  от 

събирателната  система на едно каналче (туморите са в един и същи квадрант или 

на по –малко от 5 см един от друг), докато мултицентричният карцином се появява 

в събирателните системи на различни канали (туморите са в различни квадранти 

или на повече от 5 см един от друг)173 . Използването на квадрантите на гърдата за 

класификация сега е прието като неподходящо, тъй като се базира на 

определение, което не е свързано с анатомията на й.174. 

Много проучвания отдават значение и доказват, че наличието на повече от един 

фокус при карциномите на млечната жлеза, е фактор, оказващ влияние на 

далечната преживяемост и преживяемостта свободна от заболяване175,176. Някой 

проучвания дори предполагат различната биология на мултицентричните и 

мултифокалните карциноми на гърдата в сравнение с единичните карциноми.171 

В настоящото проучване е възприето понятието множествен карцином по 

примера на 7-мата ревизия на TNM. То обхваща множествени синхронни 

ипсилатерални първични карциноми.  В тази класификация е определено и  

минимално отстояние от 0,5 см между два макроскопски фокуса на даден 

карцином, за да може да се нарече той множествен.177 

В проведеното изследване наличието на два или повече фокуса на инвазивен 

карцином не оказва значимо влияние върху преживяемостта. Това се дължи най 

вече на огромната разнородност на описаните множествени карциноми. По 

подробно и продължително проучване върху значително по-голям брой пациенти 

е необходимо за да може да се оцени тази връзка. 
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3. Диференцираност 

Диференцираността на тумора е един от най-старите изследвани и доказани 

прогностични маркери при карцинома на млечната жлеза. В настоящето 

проучване стойността му за прогнозата не можа да достигне статистическа 

значимост.  

4. Хистологичен вид 

Хистологичният вид е един от най-силно значимите прогностични фактори в това 

проучване, тъй като той остава значим дори когато в модела се включи стадия на 

болния. Това се дължи на по-лошите резултати при болните с лобуларен 

карцином. От 94 болни, върху които е извършен анализа на прогностичните 

фактори 6 са с лобуларен карцином, от които са починали 4. 

5. Инфилтрация на околната тъкан; туморни емболи в лимфни съдове; 

туморни емболи във венозни съдове; лимфноваскуларна инвазия  

Тези показатели не винаги са отбелязвани в патологичния доклад. Лимфно-

васкуларната инвазия е свързана с наличието на позитивни аксиларни лимфни 

възли и е независим фактор за прогнозата в много проучвания. 178,179 Тя е част от 

индексите за оценка на нодалния статус след позитивна сентинелна биопсия на 

Memorial Sloan Kettering Cancer Center180  и Stanford Online Calculator181 В 

проучване от 2011 Emad A. Rakha и съавтори дори предлагат да бъде добавена 

към TNM класификацията.182 

Изследване на Junzo Yamaguchi и съавтори от 2008г. анализира значението за 

прогнозата на инвазията в околната мастна тъкан, наличието на туморни емболи 

в лимфни и венозни съдове, както и общата стойност на двата фактора. 

Изследването обхваща 310 болни с инвазивен дуктален карцином, при които 

както факторите по отделно така и заедно имат значение за преживяемостта. 

Наличието на туморни емболи в лимфни и кръвоносни съдове е разглеждано като 

един фактор.183 В нашето проучване също се открива асоциация между 

инфилтрацията на околната мастна тъкан и нодалния статус (теста на Фишер 

показва р=0.042) и лимфно-васкуларната инвазия и нодалния статус 

(р=0,001,   тест). Въпреки това и двата фактора, както и по отделно наличието 
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на туморни емболи в лимфни или кръвоносни съдове не показва значимост за 

преживяемостта. 

6. Брой метастатични лимфни възли  

Настоящето проучване не успя да намери връзка между метастатичните лимфни 

възли и преживяемостта.  Това най-вероятно е в резултат на краткото време за 

проследяване на пациентите, тъй като статуса на лимфните възли е един от 

основните, вече доказани, фактори за прогнозата и все още е основен за 

препоръчаната лечебна стратегия 26 . 

Съотношението на лимфните възли (Lymph node ratio, LNR) е величина, 

дефинирана като броят метастатични към общия брой премахнати лимфни възли. 

Според някои автори тя описва по-добре статуса на лимфните възли в аксилата от 

N-категорията на TNM-класификацията184,185, тъй като съдържа в себе си и броя 

премахнати лимфни възли. В проучванията изследващи прогностичната стойност 

на LNR броят на анализирани лимфни възли е често различен, което се определя 

и от индивидуалните анатомични особености на пациента. Премахването нa 

необходимостта от минимум 6 изследвани лимфни възела има за недостатък, 

разнородност на получените резултати, но позволява да се извърши стадиране и 

при пациенти, при които не е достигнат този минимум. Друга разлика между 

съотношението на лимфните възли и N-категорията се проявява при  наличието на 

повече от 7 метастатични лимфни възли. N-категорията би поставила такъв болен 

в група N2, или N3 (ако са повече от 10), докато при използването на 

съотношението на лимфните възли този болен може да е в почти всяка рискова 

група в зависимост от общия брой изследвани лимфни възли. Няколко проучвания 

доказват LNR  като по-чувствително в този случай и по-добре корелиращо с общата 

преживяемост186,187. Ние не можахме да потвърдим значимостта на 

метастатичните лимфни възли чрез нито един от описаните способи - нито като 

абсолютна стойност, в N категорията  или чрез определянето на съотношението 

на лимфните възли.  

7. ER, PR, HER-2   

Рецепторнияt статус е безкомпромисен прогностичен фактор при карциномите на 

млечната жлеза. Всеки един от рецепторите е доказал своето прогностично и 
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предиктивно значение индивидуално и в комбинация между тях, което е довело 

до създаването на класификация на базата на рецепторния статус. 188 Развитието 

на изследването на биомаркерите води от своя страна до много възможности за 

класифициране в зависимост от прогнозата. Откриването и доказването на Ki 67 

като прогностичен и предиктвен фактор189 допълва молекулната класификация на 

карциномите и води до въвеждането на луминалния тип на туморите. Днес 

луминалният тип е водещ в определянето на адювантната терапия на пациента.26 

Настоящето  проучване доказва значението на експресията на рецептора за 

естроген и прогестерон, но не и на рецептора за епидермален растежен фактор 2, 

нито като цяло на класификацията според луминалния тип на тумора. 

8. Наличие на in situ компонента  

Проучване от 2014г. на  M. Dietericha и съавтори изследва наличието на 

неинвазивна компонента като част от инвазивния дуктален карцином като 

прогностичен фактор за появата на рецидив. Авторите установяват, че пациентите, 

при които е налична ин ситу компонента, са значително по-млади, с по-малки 

тумори, по-малко засегнати лимфни възли. Нивото на рецидивите сред чистите 

инвазивни карциноми е по-високо, а времето свободно от далечни метастази по-

кратко. Така наличието на неинвазивна компонента се определя като протективен 

фактор.190 Ние не откриваме подобни зависимости, а само тенденция за връзка с 

далечната преживяемост (р=0,092, log rank test). 

Фактори свързани с околната среда и лечението 

1. Хирургично лечение 

В анализа на връзката с преживяемостта са включени само пациентите, на които 

е извършена радикална оперативна интервенция – квадрантектомия или 

мастектомия. Интересно е да се отбележи, че връзката между преживяемостта и 

обема на оперативната интервенция достига гранична значимост, когато е 

приложена Kокс регресия (р=0,058), и значима (р=0,038), ако се приложи log rank 

теста и то за сметка на по – лоша преживяемост на болните, при които е 

извършена мастектомия. Това се обяснява с разпределението на болните според 

обема на операцията и стадия (таблица 9), където е видно, че мастектомии са 

извършвани при пациентки с по-напред стадий. Ето защо, когато към 
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регресионния модел се прибави стадия на пациента, връзката губи своята 

статистическа значимост и потвърждава световните резултати, че няма 

статистически значима разлика за преживяемостта в зависимост от обема на 

оперативната интервенция.191 

2. Брой премахнати лимфни възли  

Сентинелната биопсия, при която се премахват до 3 лимфни възела при пациенти 

с клиничо негативна аксила, е стандартна практика. 26 

През 2011г. Armando E. Giuliano и съавтори поставят въпроса за необходимостта 

от аксиларна дисекция, дори при позитивни (1 или 2) сентинелни лимфни възли. 

Пациентите са проследявани минимум 5 години, тъй като проучването приключва 

през 2004г. Основен извод от това изследване е, че сред пациентите с 1 или 2 

метастатични сентинелни лимфни възли, самостоятелното  приложение на 

сентинелна биопсия не дава по-лоши далечни резултати (обща и преживяемост 

свободна от заболяване ) в сравнение с аксиларната дисекция.192  През 2015г. в 

Европейския Журнал по Хирургична Онкология е публикуван мета-анализ, 

обхващащ 12 проучвания и 130 757 пациенти от 5 рандомизирани контролирани 

проучвания и 7 наблюдателни проучвания, които подкрепят тези резултати.193 

На базата на тези резултати си зададохме въпроса, за необходимостта от промяна 

на N-категорията на TNM-класификацията за стадиране на пациенти с карцином 

на млечната жлеза. За да се определи N-категорията е необходимо изследване на 

повече от 6 лимфни възли. Описаните проучвания доказват, че дори само 3 

лимфни възела са достатични за стадиране на аксилата, независимо от техния 

статус.  

Настоящото проучване не открива статистически значима разлика в 

преживяемостта при пациенти с изследвани повече или по-малко от 6 лимфни 

възела. Все пак трябва да отбележим, че статуса на лимфните възли също не успя 

да докаже своята стойност. По-дълго проследяване на пациентите е необходимо 

за по-голяма достоверност на получените резултати.  
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3. Неоадювантна терапия 

Приложението на неоадювантна терапия в лечението на карцинома на млечната 

жлеза е намерило своето място и доказало своята значимост. 194 

Неоадювантната терапия е единственият изследван фактор на лечението, който 

има статистически значима връзка с преживяемостта в настоящия труд. 

Неочаквано тази връзка е обратна и пациентите, на които е приложена 

неоадювантна терапия демонстрират по-лоша обща преживяемост от останалите 

(получили или не неоадювантна терапия). Когато в модела включихме стадия на 

пациентите, тази значимост се загуби, което просто показва, че неоадювантна 

терапия е прилагана при пациенти в по-напреднал стадий.  
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ТРЕТА ГЛАВА 

Настоящата глава от дисертационния труд има за задача да изследва 

приносите на биобанкирането в  изследването на прогностичните и предиктивни 

фактори при карцинома на млечната жлеза. 

Въведение: 

За да обясним същността на биобанкирането ще използваме следните две 

определения:  

1. Биобанките са центрове за събиране, съхранение и разпращане на всички 

видове човешки биологични материали (като кръв, тъкан, клетки или ДНК) 

и/или свързаната с тях клинична или изследователска  информация, както 

и биомолекулярните източници (модели и микрооргазнизми), които могат 

да помогнат за разбирането на физиологията и заболяванията на хората. 

2.  Биобанката представлява организирана колекция от човешки биологичен 

материал и свързаната с него информация, съхранявана за една или повече 

изследователски цели195 

Към Април 2015 в създадената Световна Дирекция на Биобанките, Тъканните 

банки и Биологичните хранилища (GLOBAL DIRECTORY OF BIOBANKS, TISSUE BANKS 

AND BIOREPOSITORIES) от Европа се обединяват 85 тъканни банки, като броят им 

непрекъснато нараства. Единствената включена биобанка от Балканите е 

регистрирана в София. Това е Fidelis Research Ltd- частна българско-американска 

компания за предоставяне на човешки тъкани и обслужване на клинични 

проучвания.196 

Развитието на знанието за много заболявания зависи от създаването и 

разработването на човешки тъканни биобанки. През 2006г. в Англия е проведено 

проучване, което търси областите на изследване на рака на млечната жлеза, които 

при целенасочено развитие, биха имали най-голямо значение за пациентите. 

Според това проучване биобанкирането и събирането на свързана информация е 

основно за развитието, тестването и въвеждането на нови методи за откриване на 

маркери, определящи поведението на рака. По този начин биха се подобрили 

методите за предсказване и прогнозиране на естествената история на 
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заболяването.197 За следващите 5 години в Националната Биобанка на 

Обединеното Кралство са регистрирани 500 000 участника от 22 центъра от цялата 

страна. 198 

Според доклада на Европейската комисия за биобанките в Европа от 2012г. 

биобакните най-често: 

1. Събират и съхраняват не само медицинска информация, но също така и 

епидемиологична информация ( за околната среда и начина на живот); 

2. Те не представляват статични проекти , тъй като биологичните материали 

обикновено се събират продължително време; 

3. Свързани са с провеждането на настоящи и бъдещи проучвания; 

4. Създадени са по начин, който запазва анонимността на участниците, но и 

при определени условия участниците могат да се разкрият с цел да им се 

предостави клинично значима информация; 

5. Включват етични комисии и процедури, които предпазват правата и 

интересите на донорите;199 

 

Методология на създаването на биобанка за карциноми на млечната жлеза 

През 2013 година като докторантски проект, финансиран от Медицински 

Университет-София, беше поставено началото на тъканна биобанка за карциноми 

на млечната жлеза. Така създадената биобанка отговаря на всички изброени по-

горе условия. През 2015 година броят на включените в нея пациенти достигна 109.  

Заложени за изследване са фактори от повечето класификационни групи, за 

които стана дума по-рано в настоящия научен труд. Пациентите, включени в 

тъканната банка са диагностицирани и лекувани в Клиника по хирургия „Проф. 

Александър Станишев“ на УМБАЛ „Александровска“ и Клиника по хирургия на 

УМБАЛ „ Царица Йоанна –ИСУЛ“. При постъпването на пациент, с доказан 

карцином на млечната жлеза или съмнение за такъв, лекуващият лекар запознава 

пациента с диагностичния и терапевтичен план и възможностите за участие в 

тъканната банка. На всички пациенти  се предоставя разработена специално за 
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биобанката информация за болния  (Приложение 1), в която са разяснени ползите, 

целите и методите за създаването на тъканни банки. Предоставени са 

информирани съгласия за взимане на част от туморна тъкан  и кръв от пациента, 

както и за изследване на генетичен материал (Приложение 2 и 3).  

В тъканната банка са включени само пациенти, подписали всички 

информирани съгласия, при които диагнозата карцином на млечната жлеза е 

хистологично доказана.  

В случаите, в които диагнозата на пациента е известна предоперативно 

здравата и туморна тъкан се взима от хирурга по време или веднага след края на 

оперативната интервенция. Двете проби са на достатъчно отстояние една от 

друга, за да се постигне чистота на резекционните линии и се взимат по начин, 

който не нарушава последващата патологична диагностика на тумора.  

В случаите, в които диагнозата е неизвестна преди операцията, туморната тъкан 

се взима от патолога след извършване на спешна хистологична диагностика, а 

здравата тъкан се взима отново от хирурга интраоперативно.  

Взетите проби се поставят в крио-епруветки с РНК- стабилизиращ реагент и се 

съхраняват в хладилник на 4 градуса до два дни след  взимане на пробите. 

Кръвните проби се взимат преди операцията, в случаите на доказан карцином или 

в ранния следоперативен период, ако диагнозата е поставена интраоперативно, и 

се съхраняват в хладилник в рамките на същия ден. След събиране на всички 

проби и информирани съгласия те се доставят в Центъра по Молекулна Медицина 

(ЦММ) към Катедра по химия и биохимия на Медицински Университет София, 

където се изолира ДНК от кръвните проби.  Изолиране на ДНК: Изолирането на 

ДНК от венозна кръв се осъществява при изполване на полуавтоматизирана 

апаратура за изолиране с магнитни частици (Chemagic Magnetic Separation 

Module) и с използване на китове за изолиране на ДНК от кръв (лимфоцити) 

(Chemagic DNA Blood kits), на фирмата производител, следвайки установените 

лабораторни протоколи и препоръките на производителя (Chemagen AG). По този 

начин се създава ДНК и плазмена биобанка от периферна кръв.  

 

Тъканните проби се съхраняват чрез дълбоко замразяване на -80оС.   
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Допълнително на всеки пациент се предоставя създадена по проекта анкетна 

карта (разработена от ЦММ на МУ-София, не е показана) съдържаща въпроси, 

относно рисковите фактори за развитие на карцином на млечната жлеза, 

наследствената му предразположеност и диетичният му режим. Анкетната карта, 

заедно с епикризата, хистологичният резултат и решението на онкологичният 

комитет са събрани и използвани за създаването на обща база данни на всички 

пациенти. Пациентите са проследявани по отношение на клиничното развитие на 

заболяването на всеки 6 месеца от диагнозата.  

 

Така създадената биобанка е основа за последващи епидемиологични, генетични 

и транслационни изследвания.  

 

Създаването на биобанка за карциноми на млечната жлеза и изследването на 

полиморфизмите на гена на васкуларния ендотелен растежен фактор е 

финансирано с докторантски проекти към МУ-София, Съвет по медицинска наука 

за финансиране на научни изследвания (27-Д/2013; 28-Д/2014 и 13-Д /2015). 
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Протокол на изследванията  

От всички изследвани пациенти 109 са от създадената и описана по-горе тъканна 

биобанка, а 31 (за които няма съхранена туморна тъкан) са допълнени от Центъра 

по Молекулна Медицина към Катедра по химия и биохимия на Медицински 

Университет София за целите на настоящия труд.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фигура 14. Протокол на включване и изключване на пациенти в изследването на прогностичните 

фактори. 

 

140 проспективно регистрирани пациенти от  

биобанка за карциноми на млечната жлеза 

 

5 пациентки с неинвазивен карцином 

135 пациенти с инвазивен карцином на млечната 

жлеза диагностицирани между 1996 и 2015г. 

44 пациентки диагностицирани през 2015г 

91 пациенти с инвазивен карцином на млечната 

жлеза диагностицирани между 1996 и август 2014г. 

109 проспективно регистрирани пациенти от тъканна 

биобанка за карциноми на млечната жлеза 

 

31 пациентки от биобанка на ЦММ към МУ-София 
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Характеристика на пациентите 

На таблица 13 е представено разпределението на пациентите според техните 

клинични и патологични характеристики. Разгледани са както всички пациенти 

включени в създадената биобанка (заедно с още 31 пациенти на ЦММ), така и 

характеристиките на 91 пациенти, при които е извършен анализ на 

прогностичните фактори (пациентки с инвазивен карцином, за които е минала 

поне 1 година от датата на диагноза). В таблица 13 са описани характеристиките 

на пациента и тумора при първото поставяне на диагнозата (отнася се за 

билатералните и рецидивните карциноми).  

Таблица 13 .Характеристики на пациентите 

 Общ брой пациенти Анализ на прогностичната стойност 

Фактор брой (140) % брой (91) % 

възраст 140 100,00 91 100,00 

до 39 20 14,29 16 17,58 

39-69 104 74,29 65 71,43 

над 70 16 11,43 10 10,99 

стадий 124 88,57 82 90,11 

Ca in situ  5 3,57 0 0,00 

I ви стадий 48 34,29 32 35,16 

II ри стадий 39 27,86 27 29,67 

III ти стадий 26 18,57 18 19,78 

IVти стадий 6 4,29 5 5,49 

луминален тип 110 78,57 79 86,81 

луминален А 47 33,57 35 38,46 

луминален  В 41 29,29 27 29,67 

тройно негативни  13 9,29 11 12,09 

HER2 преекспресиращ 9 6,43 6 6,59 

диференцираност 107 76,43 72 79,12 

G1 5 3,57 3 3,30 

G2 71 50,71 48 52,75 

G3 31 22,14 21 23,08 
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статус на аксиларните 

лимфни възли  

107 76,43 72 79,12 

позитивен 45 32,14 33 36,26 

негативен 62 44,29 39 42,86 

билатерални  15 10,71 13 14,29 

 

 

 

В създадената биобанка се извършват изследвания в няколко направления. 

 

 

1) Изследване на евентуалните прогностични фактори свързани с околната 

среда 

 

2) Изследване на значението на наличието на полиморфизми на VEGF  при 

пациентите за прогнозата 

 

3) Изследване на значението на протеомният профил на туморите за 

прогнозата 
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ИЗСЛЕДВАНЕ НА ПРОГНОСТИЧНИТЕ ФАКТОРИ СВЪРЗАНИ С ОКОЛНАТА СРЕДА 

 

За анализ на факторите свързани с околната среда информация е взета от 

попълнените от болните анкетни карти. В анализа за оценка на прогностичната 

стойност са включени 91 пациента (от 140), за които е минала поне 1 година от 

датата на диагноза.  

 

Статистически методи  

Използвани са статистически методи за оценка на връзката на даден фактор с 

преживяемостта като  Kaplan Meier, log rank, Cox regression  hazard model, които са 

вече описани. За оценка на връзката между отделните фактори е използван теста 

на Фишер. 
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РЕЗУЛТАТИ 

Пациентите са проследени до 11.11.2015 – крайна дата на проучването. До тази 

дата сред 91 пациентки включени в анализа на прогностичната стойност на 

факторите са регистрирани 6 рецидива и 15 случая на далечни метастази, а 11 от 

пациентите са  починали. Общата преживяемост е представена на фигура 15  

Средния период на проследяване е 38, 4 месеца. 

Фигура 15. Обща преживяемост на пациентите  от биобанката 

 

За оценка на прогностичната стойност на даден фактор използвахме влиянието му 

върху общата преживяемост (за събитие се прима смъртта на пациента) или върху 

преживяемостта свободна от заболяване (за събитие се приема смъртта, появата 

на рецидив или метастаза). С Fisher exact test изследвахме и връзката между 

даден фактор и появата на далечни метастази и рецидиви (91).   За оценка на 

връзката на даден фактор с други характеристики на тумора използвахме данни 

за всички 140 пациентки от биобанката.   
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1. Брой раждания  

От направения анализ установихме, че ражданията нямат статистически значима 

връзка с преживяемостта, независимо дали се разглеждат като бинарен фактор 

или според абсолютния брой. При изследването на този фактор с други 

характеристики на тумора се установи, че   хистологичният тип е гранично свързан 

с наличието на деца  (р=0,062), така и най-вече с техния брой (р= 0,026). Броят 

раждания корелира и със статуса на аксиларните лимфни възли (р=0,019).  

2. Продължителност на кърменето 

Този фактор е изследван при пациентките, които имат поне 1 дете. Разгледали сме 

го в няколко аспекта. В зависимост от това дали пациентката е кърмила изобщо, в 

зависимост от броя месеци на кърмене на първото дете, в зависимост от общия 

брой месеци, кърмене. От пациентките, които имат деца, само 7 не са кърмили 

нито един месец. Асоциацията на кърменето с преживяемостта не достига 

статистическа значимост (p=0,271). Това би могло да се дължи на факта, че броя 

на пациентките, които никога не са кърмили, е прекалено малък. Асоциация не се 

откри и между преживяемостта и месеците кърмене на първо дете и общия брой 

месеци на кърмене. Потърсихме и връзка на продължителността на кърменето с 

някои характеристики на тумора ( размер, множественост, хистологичен вид, 

нодален статус, диференцираност, наличие на туморни емболи в лимфни и 

кръвоносни съдове) при всички 140 пациентки. Връзка установихме между 

кърменето изобщо и наличието на туморни емболи в лимфни съдове (р=0,026), 

която се загуби, когато изследвахме кърменето в категории по месеци ( 0, до 12  и 

повече от 12) р=0,098; гранично е значението на хистологичният вид (р=0,072) и 

множествеността (р=0.064). В групата на кърменето по категории връзка се 

установи с наличието на метастази в момента на диагнозата( р=0,024). 

3. Прием  на хормони 

Анамнеза за прием на каквито и да е хормонални препарати (от орални 

контрацептиви до опити за ин витро оплождане) има при 25 болни.  В модела не 

е включен вида или продължителността на приемане. Не се установява 

статистически значима разлика за общата преживяемост, преживяемостта 

свободна от заболяване и някоя от характеристиките на тумора. Все пак трябва да 
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отбележим че от 7-те наблюдавани рецидива  4(91) са при пациенти с анамнеза за 

прием на хормонални препарати. Този резултат постига едва гранична 

статистическа значимост ( р=0,053) 

4. Следващите изследвани фактори, могат да се обединят като фактори 

свързани с диетата. Това са приемът на месо, плодове и хляб и тестени 

изделия.  

При анализ на връзката с преживяемостта нито една от описаните диетични 

особености, няма връзка с далечните резултати при пациентите.  

Изследвахме връзката на диетата с някои характеристики на тумора.  Значими 

резултати се откриха при приема на плодове и стадия на пациента (р=0,047); 

наличието на метастази при диагнозата (р<0,004);  тройно негативни субтип 

(р=0,05) и HER2 преекспресията (р=0,051). Приемът на сладки и тестени изделия 

корелира с размера на тумора (р=0,052). Интересен е и факта, че от 7-те(от 91) 

болни с рецидив 5 съобщават за прием на тестени и сладки изделия 2-3 пъти 

седмично, а при нито една от болните приемащи такива храни рядко, не се 

наблюдава рецидив.  Тази връзка достига статистическа значимост р= 0,011.  

5. Прием на алкохол 

Поради  малкият брой болни, които съобщават за ежедневен прием на алкохол, 

обединихме тази група с болните, които употребяват алкохол 2-3 пъти седмично. 

Между нито една от изследваните групи не се установи статистически значима 

разлика за далечните резултати. Все пак връзка с приемът на алкохол преди 

операцията се установява с HER2  преекспресията (р=0,004) и N-категорията на 

TNM-класификацията (р=0,049). Сред 91 пациентки с данни за проследяване, 

приемът на алкохол се оказва значим за ранните събития (р=0,049) и с гранична 

връзка само с наличието на метастази. Интересно, че да се отбележи, че тази 

връзка е по-скоро израз на протективната роля на алкохола към тези показатели. 

Например от пациентките с метастази (15) само 2 съобщават за чест прием на 

алкохол, а най-голям е броят на неупотребяващите. Тази връзка се губи ако се 

обединят тези, които консумират алкохол рядко, с тези които не консумират.  
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6. Тютюнопушене 

Тютюнопушенето е представено като категорийна характеристика, определена 

както следва:  болни, които никога не са пушили и болни, които са пушили или 

пушат в момента на диагнозата. Не се установява статистически значима връзка 

между тютюнопушенето и далечната преживяемост. Установява се статистически 

значима връзка само между тютюнопушенето и тройно негативния субтип 

(р=0,025).  

7. Следващите три фактора могат да се обединят като свързани с работната 

среда.  

Това е облъчването с йонизиращи лъчение (6 болни); работата с химични 

вещества(10 болни) и полагането на мощен труд (10 болни). Гранична връзка се 

установи между работата с йонизиращи лъчения и статуса на аксиларните лимфни 

възли (р=0,058), а значима с N-категорията на TNM-класификацията (р=0,019). При 

изследване на работата с химични вещества  се откри зависимост с билатералните 

карциноми (р=0,005). От 13 пациентки с билатерални карциноми, 4 съобщават за 

работа с химични агенти.  
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ОБСЪЖДАНЕ 

От описаните по горе резултати е видно, че нито един от изследваните фактори на 

околната среда не е статистически значим за близката и далечна преживяемост 

на пациентите. Получените резултати са очаквани. Част от тях се обясняват с 

недостатъците на проучването- малък брой пациенти, кратък период на 

проследяване и необходимостта от по-голямо прецизиране на въпросите и 

отговорите в анкетните карти. Някои от резултатите показват интересни 

тенденции, които са обект на бъдещи проучвания.   

Продължителност на кърменето: 

До колкото кърменето е въпрос на избор, а не на биологична възможност, можем 

да го разглеждаме като външен фактор за човека. Едва през последните години е 

изследвана връзката между кърменето и далечните резултати при болните. M. L. 

Kwan и съавтори намират връзка между продължителността на кърменето и 

прогнозата на болните. Те установяват, че кърменето като бинална променлива е 

свързано с намален риск от рецидив200. В Швеция  проспективно проучване  

обхващащо 634 пациентки, изследва как продължителността на кърменето влияе 

върху туморните характеристики и риска от ранен рецидив. Резултатите от това 

проучване показват, че: продължителност на кърменето по-малко от 12 месеца 

при първото дете се свързва с по-голяма честота на хормон позитивните тумори 

р=0.02; по-висок риск от ранни рецидиви се  наблюдава при продължителност на 

кърменето над 12 месеца при първо дете (р=0.001), обща продължителност на 

кърменето над 12 месеца (р=0.008), както и наличие на много кърма (р=0.001); при 

пациентките с много малко или без кърма не се наблюдават ранни рецидиви.201 

Настоящето проучване не успява да докаже връзка единствено между   наличието 

на туморни емболи в лимфни възли и кърменето изобщо, но тази асоциация също 

трябва да се постави под съмнение, заради малкия брой жени, които не са 

кърмили никога- само 7.  

Диетичен режим.  

Установено е, че диетичното хранене, включително по-големият прием на 

плодове и зеленчуци, зърнени храни, птиче месо и риба е свързано с намален 

риск от смърт. Връзката на предоперативната диета с рецидивите обаче не 
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достига статистическа значимост202,203 Други проспективни проучвания докладват, 

че консумацията на плодове и зеленчуци и най-вече някои техни съставки, като 

каротени и фибри, подобряват прогнозата, но резултатите също не са значими.204 

За разлика от настоящето проучване в много други изследвания диетичният 

режим е изследван след поставяне на диагнозата205, и е с доказано влияние върху 

появата на рецидиви. 206  

Интересни тенденции се откриват при анализа на приема на алкохол.  

Ще разгледаме две проучвания от 2013г., които изследват връзката между 

приемът на алкохол преди диагнозата и рецидивите и далечната преживяемост 

при болни с карцином на млечната жлеза. И двете проучвания са проспективни и 

обхващат голям брой пациенти.  

Първото, проведено в Америка включва 22,890 болни диагностицирани с 

инвазивен карцином. Изследвана е връзката между консумацията на алкохол 

преди и след поставянето на диагнозата и появата на рецидиви и далечната 

преживяемост. Това проучване подобно на нашето не открива линейна връзка 

между употребата на алкохол преди диагнозата и преживяемостта. Не само това. 

Сравнявайки неупотребяващите с умерено употребяващите алкохол се установява 

подобрена преживяемост при пациентите с умерена консумация (3-6 питиета на 

седмица) и никаква асоциация с преживяемостта за приемащите повече от 10 

питиета на седмица207. 

Второто проучване е проведено в Дания и обхваща само 1052 жени от 

проспективна кохорта от 29,875.  Авторите откриват повишен риск, макар и 

незначително свързан със специфичната преживяемост. Не се установява връзка 

между алкохолът и специфичните хистологични видове, но  употребата на алкохол 

преди диагнозата се свърза с по-висок риск от рецидив при провеждане на Кокс 

регресионен анализ, когато приемът на алкохол се разглежда като бинарна 

променлива (сравняват се приемът на по-малко от една алкохолна единица на 

ден с приемът на повече от 2 единици).  208.  

Тютюнопушене 

Връзката между тютюнопушенето и прогнозата е разгледана в първа глава на 

настоящия труд, затова приемаме неговото значение като негативен 
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прогностичен фактор. Връзката между тютюнопушенето и хистологичния вид на 

карцинома е многократно изследвана. Повечето проучвания не успяват да 

намерят статистически значима връзка дори и при целенасочено изследване на 

тройно негативните карциноми,209 но има и такива, които намират връзка и то най-

вече при настоящите пушачи.210 

Извод от настоящето проучване е, че факторите на околната среда имат много 

противоречив ефект върху прогнозата на пациентите. Причина за това е 

комплексното действие на много показателни, голяма част от които са трудни за 

оценка или дори неизвестни. Например в попълваната анкетна карта няма въпрос, 

оценяващ психичното състояние на пациента, а това е фактор с доказано 

значение. Друга причина е разнородността на публикуваните изследвания по 

отношение изследваните категории, разделянето във времето и периода на 

проследяване (крайните точки на проучванията). Непрекъснато нараства броят 

проучвания изследващи значението на факторите на околната среда за далечните 

резултати, но заключенията от тях не остават, окончателни. Това отваря бъдещо 

поле за изследване в тази област на големи описателни проучвания и добре 

организирани рандомизирани контролирани проучвания. 211 
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ИЗСЛЕДВАНЕ НА ПРОГНОСТИЧНИТЕ ФАКТОРИ СВЪРЗАНИ С ЧОВЕКА 

ПОЛИМОРФИЗМИ НА ВАСКУЛАРНИЯ ЕНДОТЕЛЕН РАСТЕЖЕН ФАКТОР 

В настоящия труд са изследвани 2 полиморфизма на VEGF: rs2010963 или още 

известен като  -634G>C и rs3025039 или  +936C>T 

Локализацията  им в гена на VEGF e показана на фигура 16.  

Фигура 16. Локализация на изследваните полиморфизми на васкуларния 

ендотелен растежен фактор 

Полиморфизмът -634G > C е разположен в  5′-края на гена на VEGF, а 

полиморфизмът +936C > T в 3′- края. И двата полиморфизма повлияват 

експресията на гена. За първият (-634G > С ) е известно, че повлиява транслацията. 

В резултат на това −634GC генотипа се свързва с по-висока експресия на  VEGF, а 

−634GG  със значително по-ниска.212   

При вторият полиморфизъм, при който цитозин е заменен с тимин на 936 то място 

от 5‘ края (+936C > Т ), се загубва потенциалното място за връзка с  AP-4. AP-4 е 

транскрипционен фактор, който по принцип усилва експресията на гените. 213 Така 

при наличие +936C > T серумната концентрация214 и експресията в тумора на VEGF 

намаляват. 70 Не открихме данни тези полиморфизми да повлияват по друг начин 

върху VEGF. 215 

Можем да заключим, че наличието на единият от изследваните полиморфизми 

- 634G>C повишава експресията на VEGF,  а при наличието на другият – 936 С>Т 

тя намалява.  

Има проучвания, доказващи ролята на rs3025039 (+936C>T) като протективен 

фактор за развитие на карцином на млечната жлеза 216. Мета-анализ от 2014г. 

включващ 13 проучвания, 6,879 пациента и  7,219 контроли също подкрепя 

протективната му роля.213 Други проучвания не откриват асоциация с риска за 

развитие на карцином, но откриват статистически значима връзка с по-кратка 

преживяемост свободна от заболяване в уни и мултивариантни анализи.217  
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Накрая мета-анализ от 2015г. базиран на  10,340 пациенти с  карцином на гърдата 

и 10,388 контроли доказва, че и двата изследвани полиморфизма повлияват 

предразположението към карцинома на млечната жлеза и растежа на тумора, но 

по противоположен начин. Според този мета-анализ замяната на гуанозин с 

цитозин при −634G>C няма връзка с развитието на карцином на млечната жлеза.  

Все пак, когато се вземе в предвид расовата принадлежност на пациентите се 

установява, че -634G алела е свързан с намалена предразположеност към 

карцином при азиатци, a пациенти с генотип  -634GG имат по-малък размер на 

тумора при диагноза ( по-ниска серумна концентрация на VEGF). 

Пациенти с генотип +936CC (хомозиготи по честия алел) имат значително по- 

голяма предразположеност към развитие на карцином на млечната жлеза и , при 

диагноза, значително по-голям размер на тумора, от колкото пациенти с други 

генотипове.218 

Получените до момента противоречиви резултати демонстрират необходимостта 

от бъдещи изследвания на значението на полиморфизмите в свързаните с 

ангиогенезата гени, като VEGF, за развитието и лечението на карцинома на 

млечната жлеза. 
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МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

Характеристики на пациентите 

За оценка на прогностичната стойност на двата полиморфизма са използвани 

данни за 91 пациенти от тъканната биобанка за карцином на млечната жлеза, вече 

описана в настоящия труд. Това са пациенти, за които са минали поне две години 

от датата на диагноза. Връзката на полиморфизмите с други фактори на тумора е 

оценена при всчки 140 пациенти от биобанката. Характеристиките и на двете 

групи пациенти са разгледани в таблица 13. 

 

Обработка на пробите 

Пробите на пациентите и контролите са извлечени, обработени и 

съхранени, съобразно вече установените правила за изграждане на биобанка и 

съпровождащата я клинична база данни, след получаване на информирано 

съгласие от участниците в изследването. 

Откриването на еднонуклеотидни полиморфизми (SNP) в гена за VEGF (634 G>C; 

+936 C>T) е извършен на апарат за PCR в реално време с помощта на TaqMan  

(Life Technologies) технология.  Апарата за PCR в реално време има две фунции: 

увеличава и намалява температурата, което води до денатурация и ренатурация 

на пробите и отчита флуоресценцията. В епруветка се поставя изолираната ДНК, 

реакционен буфер,  дестилирана вода, праймерите, сонда, свободни нуклеотиди 

и Taq полимераза.  

TaqMan® Real Time PCR представлява метод за количествена протеазна верижна 

реакция, който позволява мониториране на процеса в момента на извършването 

му. Тази реакция се базира на отчитане на флуоресценцията, получена от дадена 

сигнална молекула. Тази флуоресценция нараства с прогресирането на реакцията. 

Флуоресцентната сигнална молекула съдържа багрило свързано със специфична 

олигонуклеотидна последователност (сонда). Освен сигналната молекула сондата 

е свързана и с гасител.   
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Фигура 17. Схема на TaqMan® PCR в 

реално време 

Флуоресцентната проба, 

комплиментарна на целевата 

последователност (изследвания 

снип), се добавя към разтвора за 

PCR. Сигналната молекула е 

свързана с 5‘ края, а гасителя е 

свързан за 3‘ края. Докато сондота 

не е хидролизирана, гасителя и 

флуоресцентната част са близо една 

до друга, на отстояние равно само 

на дължината на пробата. Това не 

може напълно да маскира 

флуоресцензията и се наблюдава 

определено фоново ниво. По време 

на PCR, сондата се свързва 

специфично между двата праймера 

за вътрешна област на продукта PCR.        

След това Taq полимеразата разцепва 

сондата и освобождава сигналната 

мулекула от гасителя (фигура 17).  

Това води до увеличаване на флуоресценцията над фоновата и може да бъде 

отчетено. Този процес се повтаря във всеки цикъл и не пречи на натрупването на 

PCR продукт. Процесът следва следната последователност: 

1) Конструиране на необходимите праймери и алел-специфични проби  

2) Намножаване на изследвания фрагмент от ДНК, при стриктно спазване на 

протокола на производителя за състав на реакционната смес и условия на 

реакцията за съответните комбинации от праймери и алел-специфични проби 

3) Анализ на резултатите от реакцията със специализиран софтуер за отчитане на 

генотипирането. Подробно целият този процес е вече описан.219 
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Статистически методи  

Освен вече описаните статистически методи Cox regression hazard models, Kaplan 

Meier, Log rank, Fisher exact test в настоящата част използвахме  ANOVA и T-test. 

Анализ на вариабилността  или ANOVA е статистически метод използван за 

изследване на разликите между две или повече средни стойности.  ANOVA 

изпитва неспецифичната нулева хипотеза, че всички средни стойности на даден 

показател в различни популации са равни. АNOVA теста не показва, кои средни 

стойности се различават статистически от други, а само дали съществува 

статистически значима разлика между поне две средни стойности за даден 

показател.220 

T-test- отговаря на същите въпроси като ANOVA теста, но може да се прилага само 

за сравняване на 2 групи. Приема се като подвид на ANOVA.221   
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РЕЗУЛТАТИ 

 

Разпределението на генотиповете е представено на таблица 14 

Таблица 14. Разпределние на пациентите според техния генотип 

полиморфизъм брой (140) % брой (91) % 

rs2010963/ -634G>C  136 97,1 88 96,7 

634CC  26 18,6 14 15,4 

634GC  61 43,6 35 38,5 

634GG 49 35,0 39 42,9 

rs3025039/ 936C>T 137 97,9 90 98,9 

936TT 3 2,1 1 1,1 

936CT 32 22,9 19 20,9 

936CC 102 72,9 70 76,9 

 

 

Интересно е да се отбележи, че от 5-те ин ситу карцинома в биобанката 4 имат 

генотип 936CC и един има 936ТТ.  Болната с 936ТТ генотип е оперирана няколко 

пъти за инвазивни рецидиви, а през януари 2015 е диагностицирана с далечни 

метастази.   

Значение на  +936C/T и   -634G>C за преживяемостта на пациенти с карцином на 

млечната жлеза. 

В настоящия анализ не успяхме да докажем значение за преживяемостта на нито 

един от полиморфизмите. Все пак ограниченията на настоящето проучване на 

прогностичните фактори важат и тук – малък брой пациенти и кратък период на 

проследяване. Зависимостта на преживяемостта от генотипа на пациентите са 

представени на фигура 18 и фигура 19. 
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Log rank p=0,430 

Фигура 18. Функция на преживяемостта в зависимост от генотипа  при - 634G>C 

 

Log rank р=0, 953 

Фигура 19. Функция на преживяемостта в зависимост от генотипа при +936 C>T 
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Изследвахме и разпределението на генотиповете в различните категории на 

прогностичните фактори и събития при всички 140 пациенти от биобанката.  

 

rs 2010963 / -634 G>C 

Статистически значима връзка се установи с билатералните карциноми. Генотипът 

е известен при 14 от 15-те билатерални карцинома, включени в биобанката. Нито 

един от тях не е с генотип 634CC. Това показва, че наличието на полиморфизъм се 

свързва с появата на билатерален карцином. Теста на Фишер показва значимост 

на връзката (р=0,038) 

Установихме връзка с гранична значимост между  този полиморфизъм и размера 

на тумора. Теста на Фишер, не достига статистическа значимост р=0,096 ( когато се 

сравнява разпределението на туморите спрямо Т-категорията на TNM).  

За да представим нагледно тази връзка използвахме ANOVA test, която ни позволи 

да включим в модела количествена променлива, каквато е размера на тумора в 

мм, и да разгледаме размерите на тумора в трите генотипни групи. 

Резултатите са показани на фигура 20. Когато се сравнят трите генотипа, не се 

установява статистически значима разлика в средните стойности на размерите.  

р= 0.1648835 

Фигура 20. Зависимост между размера на тумора и генотипа, ANOVA 
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Когато се сравнят само двата хомозиготни генотипа, резултатите са по-близко до 

значими (фигура 21). 

р= 0.05969069 

Фигура 21. Зависимост между размера на тумора и генотипа, t-test  

 

Може да се заключи, че пациентите, при които е открит -634 G>C 

полиморфизъм, имат по-голям размер при диагноза, което може да се свърже 

с повишена експресия на VEGF и се потвърждава от литература.  

 

 rs3025039 / +936C>T 

Макар да не успява да докаже своята значимост при анализа на преживяемостта, 

когато се разглежда наличието на събития по групи се установява, че има връзка 

между наличието на събитие и генотипа на пациента (р=0,048). Тази връзка обаче 

се дължи на факта, че при 2 от 3-те пациентки с генотип 936TT вече има 

регистрирани метастази. 13 от останалите 16 болни с метастази или рецидив са с 

генотип 963 CC. Откритата значимост на връзката на генотипа с появата на 

рецидиви и далечни метастази в този случай се дължи най-вероятно на малкият 

брой пациенти и вероятно няма реална стойност.  
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Друга значима връзка се установи с хистологичния вид (р=0,038). Това се дължи от 

една страна вече описаната връзка на 936СС с неинвазивните карциноми. Освен 

това се забелязва, че броят на хетерозиготите сред лобуларните карциноми е по-

голям от колкото сред дукталните.  

Генотипът 963 CC преобладава и сред множествените карциноми, макар тази 

връзка да не достига статистическа значимост (Р=0,087). Не се установява никаква 

зависимост между този полиморфизъм и размера на тумора (Фигура 22). 

р=0.54345 

Фигура 22. Зависимост между размера на тумора и генoтипа , t -test 
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ОБСЪЖДАНЕ 

Ползата от изследването на тези полиморфизми се крие в хипотезата, че растежа 

на тумора зависи от ангиогенезата. Основоположник на тази теория е Folkman, 

който през 1971 публикува в “New England Journal of Medicine” хипотезата, че ако 

туморния растеж зависи от ангиогенезата, то инхибирането на ангиогенезата 

може да е терапевтично.222 Теория предсказва, че туморите не биха били 

способни да нарастват над 1-2мм, без непрекъснато да си изграждат нови 

кръвоносни съдове. Тази концепция е сега широко приета и подкрепена от 

експериментални проучвания и клинични наблюдения. Една година по-късно в 

лабораторията на Folkman се докладва първият  количествен метод на измерване 

на ангиогенезата. Той свърза неовакуларизацията при човешки мозъчни тумори с 

диференцираността на тумора.223 

Проучване от 2011г. сред 120 пациенти установява, че повишените  средни 

серумни нива на VEGF са значително по-високи при пациенти с карцином на 

млечната жлеза, от колкото при пациенти с доброкачествени заболявания (т.е. той 

е диагностичен маркер). Също така авторите докладват позитивна корелация 

между серумното и тъканното ниво на VEGF. Повишените стойности на този 

растежен фактор се асоциират с нискодиференцирани тумори с по-големи 

размери, метастази в аксиларните лимфни възли, отрицателен хормонален статус, 

позитивна експресия на HER2 и по- лоша прогноза.224 Това е само едно от 

проучванията доказващи значението на VEGF като прогностичен фактор.225 Други 

изследвания предполагат неговата роля  в таргетната терапия 226 

Бевацизумаб (Bevacizumab, BEV) е моноклонално антитяло, което се свързва с 

VEGF и го неутрализира.227 През Февруари 2008г. е одобрен за лечение от U.S. Food 

and Drug Administration (FDA) в комбинация Паклитаксел  за лечение на пациенти 

с метастатичен HER2-негативен карцином на млечната жлеза, които още не са 

получили химиотерапия за метастазите. През Ноември 2011 U.S. Food and Drug 

Administration съобщава, че премахва карцинома на гърдата от индикациите за 

лечение с Бевацизумаб, защото не е доказал своята ефективност и безопасност. 

Самото лекарство не е премахнато от пазара и лекарите могат да изберат да го 

приложат , независимо дали е одобрено за употреба при метастатичния карцином 

на гърдата или не.228 
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В Българските “Национални медицински стандарти за системно лекарствено 

лечение, оценка на лечебен ефект и проследяване на злокачествени солидни 

тумори при възрастни” от 2015г. Бевацизумаб не е изключен от лечението на 

карцинома на млечната жлеза. Той може да се приложи при I-ва линия 

химиотерапия при пациенти, получавали адювантни антрациклини в комбинация 

с Паклитаксел; химиотерапия при резистентност на антрациклини и таксани.229 

През 2014 г. на конгреса на Европейската Асоциация по Медицинска Онкология се 

докладва обзор на значението на VEGF, като биомаркер. Включени са 1713 

пациенти с налични данни за серумната стойност на VEGF от три различни 

проучвания. Едно от проучванията добавя Бевацизумаб към адювантната терапия, 

а две проучвания го прилагат като първа линия химиотерапия. Бевацизумаб 

подобрява преживяемостта свободна от събития при пациенти с над средното 

серумно ниво на VEGF, но не и при тези с под средното ниво. Това изследване 

отново поставя въпроса за ролята на Бевацизумаб при карцинома на млечната 

жлеза, особено при селектирани пациенти. Авторите предлагат да се преоцени 

значението му за терапията, като прилагането на Бевацизумаб да се основава на 

измерването на VEGF.230 

Проучване от 2014г. също  открива приложение на Бевацизумаб, но в 

неоадювантната терапия. Това изследване доказва, че в стадий II и III на тройно 

негативни карциноми, добавянето на Бевацизумаб към неоадювантната терапия 

повишава патологичния отговор231. През следващата година резултатите от NSABP 

B-40 показват, че добавянето на Бевацизумаб в неоадювантното лечение на HER2 

негативни карциноми подобрява и общата преживяемост.232 

През 2015г. P.R. Blank и съавтори публикуват анализ на съотношението цена –

полза при изследването на VEGF–А като предиктивен фактор за отговор към 

Бевацизумаб (като част от неоадювантната терапия  при ранен HER-2 негативен 

карцином на млечната жлеза). Ползата от лечението се оценява в години живот 

според качеството (quality-adjusted life-years, QALYs). Те установяват, че цената 

на лечение на един пациент варира от  37'042 евро без Бевацизумаб, до  

78'367евро, ако Бевацизумаб се приложи в лечението на всички пациенти. 

Лечението без  Бевацизумаб добавя 14.031 години живот според качеството за 

пациент. Ако прилагането на Бевацизумаб се ръководи от нивото на VEGF-A се 
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достигат между 14.220 (при използването на гранична концентрация от 450 pg/mL) 

и 14.235 (при използването на гранична концентрация от 339 pg/mL) години 

живот според качеството. Когато се сравни с терапията без Бевацизумаб, най-

предпочитаната стратегия (при гранична стойност 450 pg/mL) оскъпява лечението 

с 11'191 евро и дава допълнително 0.189 (14.220-14.031) години живот според 

качеството за пациент. В заключение на своя анализ авторите предполагат, че 

тестването на VEGF-A може да бъде чувствителен метод, който да ръководи 

прилагането на Бевацизумаб в лечението на хормон позитивен и HER2-негативен 

карцином на млечната жлеза. 233 

Проучване от 2011 година изследва полиморфизмите на VEGF във връзка с 

терапията с Бевацизумаб. То не установява връзка на полиморфизмите с 

преживяемостта, но авторите обясняват това с малкия брой 

събития. Полиморфизмът - 634 G > C е значително свързан с токсичността, която е 

най -голяма при пациентите с -634СС генотип. Анализ на  + 936C > T полиморфизма 

показва, че хомозиготите по честия алел +936СС имат тенденция за по-кратко 

време до прогресия на заболяването, в сравнение с носителите на другия алел. 234  

В нашето проучване метастази и рецидиви са наблюдавани при 18 пациенти, от 

които са 13 хомозиготи по честия алел +936С, 3 са хетерозиготи и 2 са хомозиготи 

по Т алела.  

През 2015 г Alexander Hein и съавтори публикуват проучване върху ролята на 

генетичите варианти на VEGF за неоадювантната терапия при пациенти с 

карцином на млечната жлеза получаващи Бевацизумаб. Те изследват 125 

полиморфизма за способността им да предвидят патологичния отговор при 

пациенти получаващи стандартна химиотерапия и такива, при които към 

терапията е добавен Бевацизумаб. Те установяват 5 полиморфизма свързани с по-

добър отговор към Бевацизумаб, но когато взимат под внимание множественото 

тестване на променливите, тази връзка се загубва. Тогава авторите разделят 

туморите по групи в зависимост от рецепторния статус. Те предполагат, че 

лечебната ефективност може да зависи от рецепторния статус при 5 от 10-те 

полиморфизма с най-малка стойност на р, като този ефект е най-голям при тройно 

негативните карциноми. Пациенти хомозиготи по честия алел  с тройно негативни 
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тумори имат полза от лечението с Бевацизумаб, докато при другите пациенти 

такава полза не се отчита. Първи в този списък е rs3025039. 235 

Изследването на нивото на VEGF има доказано прогностично значение за 

далечните резултати при пациенти с карцином на млечната жлеза. Наличието на 

някои полиморфизми на гена за VEGF води до повишаване на серумната 

концентрация на растежния фактор. Установена е връзка между тази серумна 

стойност и отговора към терапия с Бевацизумаб, което го прави и предиктивен 

фактор. Наличието на -634 G>C полиморфизъм е доказан индикатор за повишена 

експресия на VEGF. Няколко проучвания потвърждават значението на този 

полиморфизъм за далечните резултати, което го прави прогностичен фактор. 

При вторият изследван полиморфизъм е установено, че хомозиготите по честия 

алел +936С имат тенденция за по-кратко време до прогресия на заболяването, в 

сравнение с носителите на другия алел +936Т. За същия полиморфизъм е 

установено, че пациенти хомозиготи по честия алел  с тройно негативни тумори 

имат полза от лечението с Бевацизумаб, докато при другите пациенти такава 

полза не се отчита.  

Въпросите,  които можем да си поставим, е дали информацията за полиморфните 

варианти на VEGF, която вече имаме, би ни помогнала да селектираме група 

пациенти, повлияващи се от терапия с Бевацизумаб. Настоящото проучване е 

проспективно и голяма част от пациентите в него са диагностицирани през 

последната година. Ранните рецидиви и далечните метастази при тези пациентки 

предстои да се наблюдават в следващите години и знанието за техния генотип би 

помогнало за персонализиране на терапията им и подобряване на 

преживяемостта.  

Тройно-негативни болни хомозиготи по честия алел на rs3025039 (+936С) сред 

болните от описаната биобанка са 9, от тях 3 са хетерозиготи и при 1 пациент 

генотипа не е известен. От тези 9, при 3 болни са регистрирани далечни метастази, 

а самите болни са починали.  При останалите 6 към крайната дата на проучването 

няма регистрирани събития. Бевацизумаб е включен в медицинския стандарт за 

лечение на карцинома на млечната жлеза в България. Това го прави достъпен 

избор за лечение, в случай на събитие, при така селектираните болни.  
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ИЗСЛЕДВАНЕ НА ПРОГНОСТИЧНИТЕ ФАКТОРИ СВЪРЗАНИ С ТУМОРА 

ПРОТЕОМЕН ПРОФИЛ НА ТУМОРНАТА ТЪКАН 

В настоящия труд като фактор свързан с тумора е изследван протеомният профил 

на туморната тъка.  Използвани са част от 50 от туморните проби от създадената 

биобанка. 

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

 

Характеристики на пациентите: 

Туморни тъканни проби от 49 пациентки от създадената  и описана по-горе 

биобанка, съхранявани в RNA-later стабилизиращ разтвор, бяха предоставени за 

протеомен анализ в лаборатория към Катедра по биологични науки на 

Университета в Ессекс, Обединеното кралство. Всички туморни проби са 

идентифицирани и свързани с хистологични и клинични данни.  

Тъканните проби са от 49 болни ( една пациентка е с билатерален карцином) на 

възраст от 31 до 84 години (средно 58,5), подбрани на случаен принцип от 

биобанката.  

Характеристиките на болните са представени в таблица 15 (49 пациенти и 50 

тъканни проби): 

Таблица 15. Харакеристики на пациентите, включени в анализа на протеомния 

профил 

Фактор Брой % 

възраст 50 100 

до 39 5 10 

39-69 36 72 

над 70 9 18 

стадий 44 88 

0 (ин ситу) 2 4 

Iви стадий 14 28 

IIри стадий 14 28 
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IIIти стадий 10 20 

IVти стадий 4 8 

луминален тип 44 88 

луминал А 19 38 

луминал В 14 28 

тройно негативни  6 12 

HER2 преекспресиращ 5 10 

диференцираност 42 84 

G1 3 6 

G2 24 48 

G3 15 30 

статус на аксиларните 

лимфни възли  

43 86 

позитивен 22 44 

негативен 21 42 

билатерални  4 8 

 

Болните са проследявани до 19.08.2015 – крайна дата на проучването. До тогава 

починали са 5 от тях.  

 

Обработка на протеиновите проби. 

Целият процес на подготовка и обработка на пробите е описан от L. Alldridge, G. 

Metodieva и съавтори. 236 

Отделяне на протеините 

Протеините са екстрахирани с механично хомогенизиране на пробите в буфер 

съдържащ 2% натриев диетилсулфат, 50 mmol хидрокси-метил-аминометанов 

буфер, pH 6.8 протеаза и фосфатазни инхибитори с цел да се лизират клетките, 

разградят клетъчните мембрани и протеините.  
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Тъканните хомогенати са центрофугирани на 16 000 оборота за 15 мин и течността 

на повърхността (супернатанта) е отделена и съхранява на -80°С докато стане 

необходима за изследването.  Преди електрофорезата  протеините са 

преципитирани с метанол или хлороформ и поставени обратно в същия буфер. 

Обогатяване на мембранните протеини.  

Мембранните  протеини са обогатени от туморните тъкани с помощта на Mem-PER 

кит за екстракция на мембранни протеини на еукариоти от Pierce Biotechnology. 

Гел електрофореза преди мас спектрометрията. – SDS-PAGE 

Използван е протоколът на Laemmli237 за гел-електрофореза.   

Изрязване и обезцветяване  

След разделянето с електрофореза пробите се изрязват, като се работи само с 

фракцията протеини над 100 kDa, с цел да се обхванат мембранните рецептори и  

да се избегне албумина на 67kDa 238 . 

Подготовка на пробите за мас спектрометрия  

Извършва се редуциране на дисулфидните връзки и алкилиране на свободните 

цистеини.  

Ензимно разграждане на белтъците 

Използва се трипсин, който разрязва полипептидите след аминокиселините лизин 

и аргини и по този начин произвежда точно определени известни пептиди. 

Получените пептиди се сравняват с база данни от предварително известни 

номерирани пептиди, с определени стойности на съотношението маса/заряд. 

Promega trypsin of MS е използван при всички експерименти. След 18 часа 

инкубация на 37 °C, пептидите са екстрахирани и изсушени. Така те се съхраняват 

на-80 °C докато са необходими за анализ.  

Качественият и количествен анализ на пептидите се извършва с мас 

спектрометрия.  
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Принципи на мас-спектроемтрията 

Предизвикателствата в изучаването на протеомния профил се преодоляват с 

помощта на мас-спектометрията. Това е чувствителна техника използвана за 

откриване, идентифициране и измерване на молекулите на базата на 

съотношението между тяхната маса и заряд239.  

В основата на мас-спектрометрията стои принципът, че частиците, които имат 

електрически заряд, се отклоняват под влиянието на магнитно поле, за разлика от 

частиците без заряд.  

По определение, мас-спектрометъра съдържа следните части: 

1) източник на йони; 

2) анализатор, който измерва съотношението между масата и заряда;  

3) детектор, който отчита броя йони за всяка стойност на съотношението 

маса/заряд; 

Анализаторът на мас-спектрометъра е основна част на технологията. От него се 

определят основни параметри на процеса като чувствителност, резолюция, 

точност и възможност да се генерира богат на информация  спектър от пептидните 

фрагменти. Голям пробив в изучаването на протеома е въвеждането на хибриден 

мас спектрометър LTQ-Orbitrap  съставен от линеарен йонен филтър и анализатор, 

използван за настоящето проучване. Схематично  LTQ-Orbitrap  е представен на 

фигура 23. 

Фигура 23. Схематично представяне на LTQ-Orbitrap 
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Инструмента съдържа три части.  

Различните компоненти се инжектират по ред в източник на електрон спрей 

йони240. Получените йони се събират  в линеарен четириполюсен йонен филтър, 

който дава възможност за контролиране и манипулиране (събира и активира) на 

йоните във времева скала. Засичането на йоните може да се постигне по два 

начина. В линейния йонен филтър йоните се инжектират радиално през отвори в 

четирите полюса и се засичат от два електрон умножителни детектора. При 

втория начин  йоните се инжектират аксиларно от йонния фитър  в друг йонен 

филтър С, където те се изстудяват и фокусират  преди да се инжектират в третия 

компонент на инструмента Orbitrap анализатор на масата, който работи във 

вакуум. В него йоните на пробата се инжектират в йонни филтри, между два 

електрода създаващи електрично поле (фиг 24). Тези йони се придвиждват по 

кръгова орбита около вътрешния електрод. Веднъж щом тяхното привличане към 

вътрешния електрод се балансира от центробежните сили, йоните се задържат в 

техните орбити.  Тези пръстени от йони  се движат наляво и надясно от централния 

електрод с хармонични трептения. Снимка на тези трептения може да се направи 

от външния електрод.  

Комплексният сигнал  от електродите се 

намножава и трансформира в честотен спектър, 

който накрая се превръща в спектър на масата, 

където честотата на трептенията за всеки йон се 

използва за да се изчисли съотношението маса 

/ заряд – обратно пропорционално на корен 

квадратен от масата/заряда.   

Фигура 24. Orbitrap анализатор на масата 

Orbitrap анализатора на масата е подходящ за качествен и количествен анализ на 

сложни пептидни разтвори, защото има висока чувствителност, точност и скорост. 

Това позволява секвенирането на хиляди пептиди с помощта на тандем мас 

спектрометрия с висока резолюция за по малко от 1 час. 241 
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Анализ на данните  

Резултатите от мас-спектрометъра са анализирани с помощта на  

CPAS(Computational Proteomics Analysis System) и  X! Tandem. Базата данни Uniprot 

е използвана за да се идентифицират протеините.  

Софтуерът, използван за анализ на получените спектри работи на принципа на 

вероятностите. Съотношението между масата и заряда на пептидите се търси в 

база данни, създадена от съотношенията маса/заряд на протеините на целия 

човешки геном. Резултатите показват процента на съвпадение с определения 

рейтинг на даден пептид и се филтрират за най- голяма статистическа вероятност.  

В анализа са включени протеини с тегло над 100 килодалтона. Идентифицирани 

са по около 1900 протеина в проба. Наличието на повече от 10 разпознати пептида 

от даден протеин, ни дава сигурност, че последния е разпознат.  

 

Статистически методи: 

Cox survival models 

Тези модели представляват статистическа техника за изследване на връзката 

между преживяемостта на пациента и няколко различни променливи. Те 

предоставят оценка на лечебните ефекти върху преживяемостта след като се 

вземат в предвид други ко-фактори. В допълнение те позволяват да се оцени 

вероятността или риска  от смърт на индивида на базата на дадени прогностични 

променливи. 
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РЕЗУЛТАТИ 

Средно време на проследяване- 22,4 месеца ( от 6,5 до 220 месеца). За това време 

са починали 5 пациенти и са наблюдавани други две събития: появата на локален 

рецидив при една от болните, и появата на далечни метастази при друга болна. 

Тъй като времето за проследяване е кратко, а наблюдаваните събития са малко, 

решихме да обединим всички събития (смърт, метастази или рецидив), като едно 

събитие и да изчислим времето до това събитие (общото  понятие преживяемост 

свободна от заболяване, дефинирано по-рано в настоящия труд).    

Основният въпрос, който си зададохме, е има ли протеини от профила на 

туморните проби, които да се различават статистически, по своя интензитет, в 

зависимост от наличието на събитие при пациента към крайната дата на 

проучването.  

След извършване на статистическа обработка на данните и корекция за 

множествени тестове, получихме статистически значими следните протеини 

(таблица 16): 

Таблица 16. Протеини със статистически по-голям интензитет на експресията при 

пациенти със събитие (метастаза, рецидив или смърт) 

Протеин Ген Swiss prot                                                                            

идентификационен 

номер 

р- 

стойност 

Isoform H14 of Myeloperoxidase (Isoform2_HUMAN) MPO P05164-2  0,000795 

Lysozyme LYZ F8VV32 0,000837 

Calcium-activated chloride channel regulator 2 CLCA2 Q9UQC9 0,001093 

Fibrillin-1 FBN1 P35555 0,004651 

Fibronectin type III domain-containing protein 1 (izoform 2) FNDC1 Q4ZHG4-2 0,010831 

Collagen alpha-1(XVIII) chain COL18A2 P39060 0,011899 

Protein S100-A9 S100a9 P06702 0,020865 

Perlecan HSPG2 P98160 0,031885 
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ОБСЪЖДАНЕ 

1. Миелопероксидаза (изоформа 2) 

 

1) Определение  

Миелопрексидазата МПО е хем протеин, синтезиращ се по време на 

миелоидната диференциация. Той представлява лизозомен протеин основен 

компонент на неутрофилните азурофилни гранули, който се освобождава в 

екстрацелуларното пространство при дегранулация, и по този начин 

подпомага микробиологичната активност на неутрофилите. Той съдържа хем 

пигмент, на който се дължи зеления цвят при секреция, богата на неутрофили, 

като гнойта и някои форми на мукус.242 

2) Кристална структура  

Кристална структура на 

миелопероксидаза от човешки 

левкоцити е представен на фигура 25. 243 

3) Функция  

Миелопероксидазата  има значение за 

нормалната физиология на гърдата  и 

като антибактериален ензим, 

предпазващ кърмата. Тя също активира 

някои лекарства и проканцерогени  и 

продуцира високо токсичната 

хипохлорна киселина, което има за 

резултат  оксидативен стрес и медиира апоптозата. МПО се освобождава от 

неутрофилите и макрофагите, които инфилтрират в туморите и могат да 

влияят на раковите клетки по време на последващата химиотерапия. 

Миелопероксидазата взаимодейства със стероидните хормони. Някои 

автори предполагат, че тя може да има значение за отговора към терапията 

при пациенти с карцином на млечната жлеза.244 

 

Фигура 25. Кристална структура на 

миелопероксидазата 
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4) Най- честите взаимодействия на МПО са представени на фигура 26  

 

Фигура 26. Най-чести взаимодейстивия на миелопероксидазата244 

 

5) Стойност като прогностичен фактор 

Най-често е изследвано значението на различните полиморфизми на гена за 

миелопероксидаза за далечните резултати при пациенти с карцином на гърдата. 

Установено е, че генотиповете с по-голяма активност на миелопероксиадазата са 

свързани с по-добра преживяемост при пациенти на циклофосфамид съдържаща 

терапия, особено ако са лекувани в последствие и с тамоксифен245.Тя също е 

маркер за кардиотоксичността на химиотерапията.246 Това прави МПО 

едновременно прогностичен и предиктивен фактор. Проучване от 2013 година 

на 1225 пациенти с колоректален карцином показва, че пациентите, чиито тумори 

са инфилтрирани от клетки богати на МПО имат по- добра прогноза.247 Тези 

резултати се потвърждават и от друго проучване от 2015. 248 Все пак има и 

противоречиви резултати. Резултатите от настоящето проучване подкрепят тезата, 

че  инфилтрацията на клетки на имунната система в туморите ( като израз на 

доказания по-голям интензитет на МПО) е негативен фактор за прогноза. Освен 

изследванията при колоректалния карцином гранулоцитната инфилтрация е 

свързана с влошена прогноза при карцинома на белия дроб249 и 

хепатоцелуларния карцином250. Това прави инфилтрацията на гранулоцити 
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противоречив фактор за прогнозата при различните тумори. Проучванията за 

значението на експресията на ензима върху карциномите на гърдата до сега само 

на експриментално ниво251, като доказателства за прогностичната стойност има 

само за някои полиморфизми.  

2. Лизозим 

 

1) Определение  

Лизозимът представлява  гликозидна хидролаза- ензим, който уврежда 

клетъчната стена  като катализира хидролизата  в пептидогликаните. Лизозима се 

отделя от различни секрети  като сълзите, слюнката, млякото и мукуса. Той също 

присъства  в цитоплазмените гранули на макрофагите  и полиморфонуклеарните 

неутрофили.   

2) Кристална структура на лизозима е 

представена на фигура 27.252 

 

3) Функция 

Този ензим атакува пептидогликаните, 

намиращи се в клетъчната стена най-вече на 

грам положителните бактерии. Отделят се 

от азурофилните гранули на неутрофилите.  

 

4) Най- честите взаимодействия на 

лизозима са представени на фигура 28. 

Фигура 27. Кристална структура на 

лизозима 
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Фигура 28. Най-чести взаимодействия на лизозима 

5) Стойност на лизозима като прогностичен фактор 

В проучване на Francisco Vizoso  и съавтори от 2001 година се изследва 

експресията на лизозим от клетки на карцинома на млечната жлеза, с помощта на 

имунохистохимични методи. От общо изследвани 177 карцинома при 126 се 

установява експресия на лизозим, но с различна интензивност. Нивото на 

експресия е по-голямо при високодиференцираните и умеренодиференцираните 

тумори. Също нивата на лизозим са по-високи в малките тумори и при пациенти с 

негативни лимфни възли. Резултатите  показват, че ниско съдържание на лизозим 

предсказва по-кратко време свободно от заболяване и влошена обща 

преживяемост, което противоречи с нашите резултати.  Лизозимната експресия е 

независим прогностичен фактор за преживяемостта свободна от заболяване и 

общата преживяемост при пациенти с негативна аксила253. 

През 2002г. Carlos Serra и съавтори разглеждат значението на лизозима като 

прогностичен фактор при карцинома на млечната жлеза при мъже. Противно на  

предходното изследване уни- и мултивариантни анализи показват, че експресията 

на лизозим от тумора  е значителен и независим индикатор за лоша прогноза. 254 
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3. CLCA2  

 

1) Определение 

 Калций активиран регулатор на хлоридния канал 2, принадлежи към 

семейство от 4 подобни протеина, срещани при човека (CLCA1, CLCA2, 

CLCA3, CLCA4) .255 

2) Кристалната структура на 

CLCA2 е представена на фигура 

29.256 

3) Функция 

Играе роля за регулация на 

хлоридните йони през плазмената 

мембрана и за клетъчната адхезия. 

Експресиран е в нормалната тъкан 

на млечната жлеза и се губи при 

карциномите. Може да има 

функция като тумор-супресор при 

карцинома на млечната жлеза и колоректалния карцином. 257 Играе роля за 

клетъчната адхезия в началните етапи на белодробните метастази.258 

4) Най- честите взаимодействия на CLCA2 са представени на фигура 30 

Фигура 30. Най-чести взаимодействия на CLCA 2 

Фигура 29. Кристална структура на CLCA2 
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5) Стойност като прогностичен фактор 

Проучване на Vijay Walia и съавтори от 2012 година установява, че експресия по-

висока от средната, на  човешкия калций активиран регулатор на хлоридния канал 

2 (CLCA2) e асоциирана с една трета по-голям риск от метастази при 18 годишно 

проследяване. Маркерът е необходим за епителната диференциация, загубва се 

по време на туморната експресия и е свързан с метастазирането259 

Интересна е връзката на човешкия  CLCA2 с р53. Протеините от фамилията на р53 

активират промотора на CLCA2  като се свързват директно с него. Ектопичната 

експресия на CLCA2 инхибира миграцията на карциномните клетки260. Това 

определя неговото едновременно прогностично и терапевтично приложение.261 

 

4. Фибрилин 1 

1) Определение  

Фибрилините са структурни компоненти на екстрацелуларните калций-свързващи 

микрофибрили. Микрофибрилите богати на фибрилин 1 имат голяма сила за 

поддържане на извънклетъчния матрикс на съединителната тъкан. 262 

2) Кристалната структура на фибрилин 1 представена на фигура 31. 

 

3) Функцията на фибрилин 1, все още 

не е напълно изяснена. Основна 

концепция за неговото значение е, че 

фибрилина контролира сигналните 

пътища на растежните фактори в 

екстрацелуларния матрикс.263   

 

 

 

 

Фигура 31. Кристална структура на 

фибрилина 
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4) Най- честите взаимодействия на фибрилин 1 са показани на 

фигура 32. 

Фигура 32. Най-чести взаимодействия на фибрилин 1 

5) Стойност като прогностичен фактор 

Връзка между фибрилина и някои други карциноми е вече установена. Проучване 

от 2013г. дори предлага хиперметилацията на промотора на гена за фибрилин 

като високо специфичен и чувствителен маркер за колоректален карцином.264 

Проучванията за ролята на фибрилина при овариалния   карцином са все още на 

експериметално ниво. 265 

Едно изследване от 2015г. разглежда взаимодействията между тумора и 

екстрацелуларния матрикс. Резултатите от него подкрепят тезата, че развитието и 

прогресията на рака, не е изцяло автономен процес, а може да се повлияе от 

взаимодействието между раковите клетки и заобикалящата ги микро среда, в 

която освен имунните клетки, клетките на стромата и екстрацелуларния матрикс 

също  имат основно значение. Няколко  проучвания   изследват профила на 

екстрацелуларния матрикс в асоциация с клиничната прогресия при пациенти от 

Iви до IIIти стадий карцином на млечната жлеза /или валидират своите резултати в 

независими свободни бази данни . Установява се връзка между гена за фибрилин 

1 (FBN1) и далечните метастази и смърт в уни и мултивариантни проучвания, с по- 

добра прогноза при пациентите, при които този ген е преекспресиран.266  
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5. Фибронектин тип 3  

1) Определение  

Фибронектина формира мрежата от нишки, която свързва клетките с 

екстрацелуларния матрикс. Човешкия  фибрилин е мултимодуларен протеин, 

който съществува и като разтворим димер и като неразтворим компонент на 

екстрацелуларния матрикс.   

2) Кристалната  структура на 

фибронектин тип 3 домейна е 

представена на фигура 33.  

 

3) Функция 

Той има функция като регулаторен 

протеин в процеси като 

клетъчната адхезия, 

придвижване, диференциране и 

пролиферация. Оксидативният 

стрес, индуциран от туморните 

епителиални клетки, води до 

повишаване нивото на фибронектин  на повърхността на застаряващите, 

свързани с тумора фибробласти. Повишената продукция на фибронектин е 

основна характеристика на застаряващата клетка.267 

 

 

 

 

 

Фигура 34. Кристална структура на 

фибронектин тип 3 
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4) Най- честите  взаимодействия на фибронектина са представени на фигура 

34. 

Фигура 34. Най-чести взаимодействия на фибронектина267 

 

5) Стойност като прогностичен фактор 

 

Фибронектина е преекспресиран при тройно-негативните тумори в сравнение с 

HER2  позитивните. 268  В проучване от 2002г. анализиращо експресията на 

протеините на екстрацелуларния матрикс при 134 операбилни болни с карцином 

на млечната жлеза се установява, че експресията на фибронектин е позитивно 

свързана със засягането на лимфните възли и  KI 67, но не успява да докаже 

значението си за преживяемостта.   269 

 

6. Колаген алфа 1(XVIII) верига 

 

1) Определение  

Този колаген е също един от протеините на екстрацелуларния матрикс. 

Протеолитични процеси в няколко участъка на С домейна водят до 

произвеждането на ендостатин – силен антиангиогенен протеин, който е 

способен да инхибира ангиогенезата и туморния растеж.270    
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2) Кристалната  структура на 

Колаген алфа 1 е представена на 

фигура 35. 271  

 

3) Функция 

Ендостатина  може да влияе  на 

проангиогенното действие на 

фибробласт  растежния фактор и 

васкуларния ендотелен растежен 

фактор272, инхибира ендотелната 

пролиферация и туморния растеж и индуцира апоптозата.273 

 

4) Най- честите взаимодействия на колаген алфа 1 са представени на 

фигура 36. 

 

Фигура 36. Най-чести взаимодействия на колаген алфа 1 

 

 

 

Фигура 35. Кристална структура на колаген 

алфа 1 
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5) Значение за преживяемостта  

Проучване на Gaëlle Brideau и съавтори от 2007г. докладва инхибиране на 

туморната ангиогенеза от ендостатина в ранните стадии на кожен карцином. 

Авторите установяват също, че ендостатина инхибира адхезията и миграцията на 

някои клетки върху фибронектина ин витро. Те предполагат, че ендостатина може 

да инхибира туморната лимфангиогенеза като понижава нивата на VEGF-C в 

тумора, инхибира миграцията на мастоцитите и регулира тумор асоциираното 

възпаление. 274  

През септември 2005г. ендостатина (Ендостар) е одобрен за лечение на 

недребноклетъчен карцином на белия дроб. От ендогенните инхибитори на 

ангиогенезата, ендостатина има най-широкия антиканцерогенен спектър. Той 

инхибира регулаторните гени за ангиогенезата на повече от 12 % от човешкия 

геном, и все още е най-малко токсичното антираково средство при мишки . При 

хората  ендостатина не е токсичен и към него не се развива резистентност.273 

Ендостатина е свързван с рецепторите на повърхността на клетката включително 

интегрини и VEGFR2. Той потиска няколко ключови компонента на сигналната 

каскада на VEGF и в същото време стимулира сигналната каскада на 

тромбоспондин, друг мощен ангиостатичен протеин. Ендостатина е изучаван във 

фаза 1 и 2 на клинични проучвания при пациенти с метастатични карциноми и е 

показал ниска ефективност. Сега нова по-стабилна версия на ендостатина се 

въвежда в клиничната практика в лечението на карцинома на белия дроб и 

стомаха. 275 

7. Протеин S100-A9  

 

1) Определение S100A9 е калций и цинк свързващ протеин, играещ 

основна роля в регулацията на възпалителните процеси и имунния 

отговор.  

 

 

 

http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Ga%C3%ABlle+Brideau&sortspec=date&submit=Submit
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2) Кристалната  структура на S100A9 е представена на фигура 37. 

3) Функция 

S100A9 може да индуцира 

химиотаксиса, адхезията, 

повишава бактериалната 

активност на неутрофилите 

като промотира фагоцитозата. 

Може да индуцира 

дегранулацията на 

неутрофилите с помощта на 

MAPK-зависим механизъм. 

Може да индуцира клетъчната 

смърт чрез автофагия и 

апоптоза, може да регулира 

броя на неутрофилите. Той е също силен ускорител  на възпалението и 

автоимунитета, развитието и разпространението на карциноми. S100A9 e 

силно преекспресиран в много тумори на стомаха, хранопровода, дебелото 

черво, панкреаса, пикочния мехур, яйчниците, щитовидната жлеза, гърдата 

и кожните карциноми.276   

 

4) Най- честите взаимодействия на S100A9 са представени на фигура 38. 

Фигура 38. Най-чести взаимодействия на S100A9 

Фигура 37. Кристална структура на S100A9 
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5) Прогностична стойност 

Проучване от 2015г., изследващо  144 туморни проби  и ин витро анализ на 

клетъчни линии от карцином на млечната жлеза, установява връзка на 

експресията на S100A9 с хормон негативните тумори  и Ki 67. Установява също, че 

този протеин се експресира в малигнените клетки и в тумор инфилтриращите.277 

Едно по-старо изследване от 2010г. върху тъкан от 182 инвазивни карцинома и 45 

контроли установява, че туморната експресия на S100A9 е свързана с по-лоша 

прогноза и напреднал стадий на заболяването. Авторите откриват връзка с 

размера на тумора, негативния рецепторен статус и диференцираността и го 

предлагат като прогностичен биомаркер.278 Настоящи проучвания изследват 

tasquinimod, известен със способността си да се свързва с S100A9, в лечението на 

солидни тумори , като простатния карцином.279 

 

 

 

 

8. Специфичен за базалната мембрана хапаран сулфат протеогликан 2  

 

1) Определение  

Перлеканът е също познат като мембранно специфичен хепаран сулфат 

протеогликан или хепаран сулфат протеогликан 2 (HSPG2). Синтезира се от 

васкуларния ендотел и гладката мускулатура. Представлява интегрален 

компонент на базалните мембрани. Компонент на гломеруларната базална 

мембрана. Служи като свързващ субстрат на клетките. Играе основна роля във 

васкуларизацията. Основен за васкуларния отговор при нараняване. Също 

необходим за аваскуларното развитие на сухожилията.  
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2) Кристалната структура на 

перлекана е представена на 

фигура 39.280 

3) Функция  

Перлеканът има про-ангиогенна 

функция. При отделянето на 

протеази по време на растежа и 

инвазията на тумора перлеканът 

се разцепва на две вериги 

ендорепелин и LG3 пептид. 

Ендорепелина е анти- ангеогенен и 

анти туморен пептид, който 

инхибира ендотелната клетъчна миграция, колаген индуцираната 

ендотелиална морфогенеза и растежа на кръвоносни съдове в 

хориоалантоиновата мембрана. Той  е мощен инхибитор на ангиогенезата като 

ендовременно се свързва с   VEGFR2 и α2β1 интегрин. Активирането  на α2β1 

интегрин води до разграждане на актина и блокиране на ендотелиалната 

клетъчна миграция и свързването с фибронектин и колаген тип 1. 

Активирането на  VEGFR2 индуцира дефосфорилация на рецептора чрез 

активиране на SHP-1 и супресира проангиогенната верига, най-вече като 

отслабва експресията на VEGFA.281 LG3 пептида също има анти-ангеогенни 

характеристики, които обаче изискват свързване с калциеви йони.  

 

Фигура 39. Кристална структура на HSPG2 
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4) Най- честите взаимодействия на перлекана са представени на  

фигура 40 

Фигура 40. Най-чести взаимодействия на перлекана 

На дадената фигура е видно взаимодействието му с лизозим (LYZ) и рецептора 

за епидермален растежен фактор (EGFR). 

5) Значение за преживяемостта 

На базата на  изследването на протеините в клетъчни линии на карцином и на 

нормална тъкан LG3 пептида на перлекана е предложен като диагностичен 

маркер за карцином на млечната жлеза.282 Доказано е, че системното доставяне 

на рекомбинантен ендорепелин към мишки, носещи туморен ксенографт, 

причинява значителна  супресия на туморния растеж и скоростта на обмяна.283 

Ефектите на ендорепелина са демонстрирани във вече доста ин виво и ин витро 

изследвания, поставяйки го в категорията на молекулите с истински терапевтичен 

потенциал. Екзогенния ендорепелин се свързва специфично с кръвоносните 

съдове в тумора, намалява растежа и метаболизма на карциномите. Още повече 

той се свързва с a2b1 интегрин, мощен про-ангиогенен рецептор , който е 

преекспресиран в активно пролифериращите ендотелни клетки. Той има голямо 

значение за туморната ангиогенеза, тъй като в нормалните кръвносни съдове е 



Прогностични и предиктивни фактори при карцинома на млечната жлеза, д-р М. Василева 

 

124 
 

слабо експресиран. Използването на ендорепелин в клиничната практика би 

имало нисък риск за пациента и ниска токсичност, тъй като той не се свързва с 

нормалните кръвоносни съдове.51  

Автофагията е биологичен механизъм за чистене на увредени протеини и 

продукти на оксидативния стрес, отделени в околната среда на тумора. Този 

процес може да помогне за решаването на тумора чрез спасяването на клетки, 

претърпели различни модификации или индуцирайки автофагия  - клетъчна смърт 

на туморните кръвоносни съдове.  Разцепени фрагменти от екстрацелуларния 

матрикс - протеогликани имат основна роля за регулация на ангиогенезата и 

клетъчната ендотелиална автофагия.  Основна характеристика на прогресията на 

рака е ремоделирането на базалната мембрана и отделяне на разградени части 

от нейните компоненти. Ендостатина, получен от колаген XVIII и ендоперелина, С 

терминален сегмент на перлекана, имат двойна активност като едновеременно 

модифицират ангиогенезата и ендотелиалната клетъчна автофагия. 

Манипулирането на тези ендогенни форми, може да представлява терапевтичен 

подход за ерадикация на рака. 284 

Опитахме се да намерим връзка между изследваните протеини, както и между 

тези протеини и експресията и функцията на VEGF. За целта използвахме първо 

Ingenuity®  Pathway Analysis (IPA®). IPA е уеб базиран софтуер за анализ, 

интеграция и интерпретация на информация получена от експерименти с генома, 

протеома и метаболома. Това е могъщ инструмент за търсене и анализиране 

разкриващ значението на информацията и идентифициращ нови мишени или 

кандидати за биомаркери в контекста на биологичните системи. 285 

Заложихме 8-те протеина, оказали се със статистически значима разлика в 

експресията при пациентките със събитие (метастаза, рецидив или смърт) в 

сравнение с тези без събитие. Мястото на всеки един от тези протеини, без 

миелопероксидазата, който не фигурира в базата данни, в клетката е представено 

в приложение 4. Някои от протеините са намират в цитоплазмата, докато други са 

част от екстрацелуларното пространство. Вижда се още, че дори да нямат 

директно взаимодействие 7 от 8-те протеина имат общи пътища за действие. Това 

се подкрепя и от анализа на функциите протеините. Всички 7 протеина участват в 
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клетъчната смърт и оцеляване, откриват се при гастроинтестиналните и 

малигнените процеси и като цяло при карциномите, при нараняване, или други 

абнормности. 6 от тях (без лизозима) имат функция при апоптозата. 4 са с 

доказана функция при карцинома на млечната жлеза. Това са COL18A1, FBN1, 

HSPG2 и S100A9. Подробно общите процеси, в които участват протеините, са 

дадени в приложение 5.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

С настоящия дисертационен труд предлагаме един нов поглед върху 

прогностичните и предиктивните фактори при карцинома на млечната жлеза и 

карциномите по принцип. В първата глава е заложена идеята за зависимостта от 

времето. Няма универсален прогностичен фактор или индекс, който да е толкова 

всеобхватен, че да може да се приложи при всички пациенти. Дори обратното, с 

въвеждането на концепцията за персонализирана медицина прогнозата се 

определя върху конкретни характеристики на болния или малка група болни. 

Индивидуалните особености на пациента определят и неговия отговор към 

терапията, но дори тези особености не са постоянни, а непрекъснато се променят 

от взаимодействията помежду си и с течение на времето. По този начин 

определянето на прогнозата за болния не е еднократно събитие. Тя e непрекъснат 

процес на усъвършенстване на знанията ни и разбирането ни за човека и болестта. 

Във втората глава на настоящия труд потърсихме факторите с най-голямо 

значение за преживяемостта сред пациентите лекувани в Клиниката по хирургия 

„Проф. Алексаднър Станишев“ на УМБАЛ „Александровска“. Установихме, че 

размера на тумора, статуса на рецепторите за естроген и прогестерон, 

хистологичния тип, специфичния туморен маркер за гърда и стойността на 

фибриногена са от значение за преживяемостта на болния. Единствено 

хистологичният тип запазва своята прогностична значимост, ако в модела се 

включи и стадия на пациента. Резултатите в тази част имат само потвърдителен 

характер. Изброените прогностични фактори са вече доказани и са част от 

стандартния процес на взимане на решения. Други проучвания от България 

доказват размера на тумора, възрастта на диагноза и лимфно-васкуларната 

инвазия като прогностични за преживяемостта свободна от заболяване.286 От 

заложените за изследване фактори в настоящото проучване,  само малка част 

доказват своето значение. Един по-дълъг период на проследяване би дал 

възможност за изява и на други показатели, което е предмет на последващо 

изследване и интерпретация. 

Третата глава довежда новите подходи в изучаването на биомаркерите при 

леглото на болния и дава ясни насоки за приложението на научно-

изследователската работа в клиничната практика.  Съвременния подход в 
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изследването на биомаркерите включва събирането и съхранението на уникална 

информация за човека, както свързана с заобикалящата го среда и навици, така и 

заложена в неговото ДНК или намерена в неговите тъканите. В тази част 

разглеждаме приносите на биобанкирането за развитие на науката и значението 

им за ежедневната клинична практика.  

От разгледаните външни фактори за пациента ( брой раждания, кърмене, 

прием на хормони, диетичен режим, тютюнопушене, облъчване с йонизиращи 

лъчения и нощен труд) нито един не показа да има значение за преживяемостта. 

Все пак някои от тези показатели, като наличието на деца и техният брой, е 

свързан с хистологичния вид; кърменето изобщо е свързано с  наличието на 

туморни емболи в лимфни съдове (р=0,026), а в групата на кърменето по 

категории връзка се установи с наличието на метастази в момента на диагнозата 

(р=0,024); сред пациентките, при които е наблюдаван рецидив, по-често са тези, 

които са приемали хормонални препарати. Диетичният режим показа някои 

обещаващи резултати като например приема на плодове се свързва със стадия на 

пациента (р=0,047); наличието на метастази при диагнозата (р<0,004);  тройно 

негативния субтип (р=0,05) и HER2 преекспресията (р=0,051). Приемът на сладки и 

тестени изделия корелира с размера на тумора (р=0,052) и наличието на рецидиви 

(р= 0,011). Приемът на алкохол преди операцията се свързва с HER2  

преекспресията (р=0,004) и N-категорията на TNM-класификацията (р=0,049) и се 

оказва значим за ранните събития (р=0,049), макар по-скоро да има протективна 

роля. Тютюнопушенето се свързва с тройно негативния субтип (р=0,025); 

йонизиращите лъчения с  N-категорията на TNM (р=0,019); работата с химични 

вещества с билатералните карциноми (р=0,005).  

Макар тези резултати да не доказват нито един от изследваните фактори като 

прогностичен за много от тях се установява връзка с вече доказани фактори за 

добра или по-лоша прогноза. 

От една страна факторите, свързани с тумора, губят своята значимост при по-дълго 

проследяване и по-значими стават факторите свързани с пациента и околната 

среда. От друга страна факторите на околната среда показват своето значение при 

изследване на по-големи групи хора. 
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Сред българската популация вече е изследвана честотата на мутациите в 

p53287 и BRCA1/2288 при пациентки с инвазивен карцином на млечната жлеза, a 

като прогностични фактори са изследвани алтерации в няколко гени като p53, 

BRCA1, ATM, PIK3CA, и преекспресията на HER2. Установена е връзка между 

алтерациите в тези гени и други доказани прогностични фактори,  но значима 

независима връзка между тях и преживяемостта не е потвърдена.289  

Сред евентуалните генетични прогностични и предиктивни фактори 

избрахме да изследваме два от полиморфизмите на васкуларния ендотелен 

растежен фактор, които досега не са изследвани сред български пациенти.  

Единият от тях - 634G>C повишава експресията на VEGF,  а другият – 936 С>Т я 

намалява.  Не намерихме връзка между тези полиморфизми и преживяемостта. 

Установихме, че пациентите, при които е открит -634 G>C полиморфизъм, имат по-

голям размер на тумора при диагноза, което може да се свърже с повишената 

експресия на VEGF, а наличието на +936C>T е свързано с билатералните 

карциноми, хистологичния вид и има гранична стойност за множествеността на 

тумора. По-голямо значение и приложение има самото установяване на 

наличието на даден полиморфизъм. Проучвания от последната година (2015г.) 

доказват,  че пациенти хомозиготи по честия алел на +936C>T с тройно негативни 

тумори имат полза от лечението с Бевацизумаб, докато при другите пациенти 

такава полза не се отчита.  Това ни позволява да селектираме група пациенти, при 

които лечението с Бевацизумаб би било от съществена полза. В нашата биобанка 

такива пациенти са шест. Това превръща един от основните недостатъци на 

проучването – краткия период на проследяване, в негово основно предимство за 

лечението на тези пациенти. Ранните рецидиви и далечните метастази при тези 

пациентки предстои да се наблюдават в следващите години и знанието за техния 

генотип би помогнало за персонализиране на терапията им и подобряване на 

преживяемостта.  

Последната част на настоящия труд потърси протеини от протеомния 

профил на туморната тъкан, които  биха имали значение за преживяемостта. Сред 

изследваните 50 проби от туморна тъкан се установяват 8 протеина, които се 

различават статистически по своя интензитет при починалите болни или тези с 

метастази или рецидив от пациентите, при които не е наблюдавано събитие. 



Прогностични и предиктивни фактори при карцинома на млечната жлеза, д-р М. Василева 

 

129 
 

Подробно е разгледана функцията на тези протеини и техните взаимодействия. 

Успяхме да установим връзка между всички открити протеини. Така 

миелопероксидазата и лизозима се намират в азурофилните гранули на 

неутрофилните гранулоцити и играят основна роля във възпалението. Доказана е 

също връзката между перлекана, фибронектина и колагена. Макар тези протеини 

да не са част от един и същи път на канцерогенезата,  те могат взаимно да 

повлияят функцията си.  

Резултатите от нашето проучване показват  повишени нива на колаген алфа 

1 в туморната тъкан на пациентите, при които е наблюдавано събитие.  Част от 

този колаген е ендостатина. Разгледахме генотипа на тези пациенти за наличието 

на полиморфизми на VEGF.  Установихме, че при всички починали пациенти (5), в 

групата с изследван протеинов профил, е налице честия алел +936 С, като 4 са 

хомозиготи, и 1 хетерозигот. Наличието на този генотип предполага и 

физиологична експресия на VEGF. 

Интересно е значението на съотношението между ендостатина, който 

потиска ангиогенетазата, и васкуларния ендотелен растежен фактор, който я 

промотира. Едно проучване от 2014 на Y. Hu и съавтори изследва 

предоперативните нива на серумния VEGF и ендостатина при 98 болни с 

недребноклетъчен карцином на белия дроб и 51 здрави контроли. Авторите 

установяват, че съотношението между   VEGF и ендостатина е значително по-

високо при пациенти с операбилен карцином в сравнение със здравите контроли. 

Съотношението при пациенти, които са все още живи 60 месеца след диагнозата 

е 8.3, докато съотношението при починалите е 12.9.  Субгруповият анализ на 

пациентите с N0  установява значимо повишаване на преживяемостта при по-

ниски стойности на това съотношение.290 

Едно друго проучване изследва серумните нива на VEGF и ендостатина при 59 

болни с карцином на млечната жлеза предоперативно и 3 седмици след 

операцията. При част от пациентите следоперативно нивото на VEGF намалява 

значително, докато нивото на ендостатина се запазва. Този резултат показва по 

нисък риск от рецидив в сравнение с пациентите, при които се запазва високото 

ниво на VEGF. 291 
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Взаимотношенията между VEGF и ендостатина при карцинома на гърдата 

предстоят да бъдат изследвани. Макар да показват известна тенденция, 

резултатите от настоящето проучване са базирани на прекалено малък брой 

пациенти, за да ни позволяват да направим заключение.  

Настоящото изследване има няколко основни недостатъка.  Пациентите, 

включени в изследването на прогностичните фактори, са малко. Това затруднява 

и субгруповия анализ и не позволява да търсим прогностични фактори в отделни 

групи пациенти. Проследяването на пациентите във всички изследвани кохорти е 

кратко. Едно по-дълго проследяване би разкрило силата на други прогностични 

фактори, които ние не успахме да докажем или да намали значението на 

доказаните прогностични фактори.  

Настоящето изследване създава огромно поле за бъдещи изследвания  на 

прогнозата при болни с карцином на млечната жлеза.   
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ИЗВОДИ 

 

1. Повечето изследвани прогностични и предиктивни фактори се променят с 

времето. Не всички фактори  са изследвани в повече от един момент от 

живота на болния. По тази причина няма проучвания оценяващи 

значението на тяхната промяна за далечните резултати.  

2. От заложените за изследване евентуални прогностични фактори при 

болните диагностицирани и лекувани в Клиника по хирургия на УМБАЛ 

„Александровска“ своето значение потвърждават: размера на тумора, 

статуса на рецепторите за естроген и прогестерон, хистологичния тип, 

специфичния туморен маркер за гърда и стойността на фибриногена.  

3. Биобанкирането е в основата на развитието, валидирането и въвеждането 

на методи за откриване на биомаркери, прогнозиране поведението и 

естествената история на рака. 

4. Факторите на околната среда имат много противоречив ефект върху 

прогнозата на пациентите. Причина за това е комплексното действие на 

много показателни, голяма част от които са трудни за оценка или дори 

неизвестни. 

5. Изследваните полиморфизми на васкуларния ендотелен растежен фактор  

-634G>C и +936 С>Т нямат връзка с преживяемостта на болните. 

Литературните данни показват, че с помощта на тези полиморфизми могат 

да се селектират пациенти, които да имат полза от приложението на 

таргетна терапия.  

6. Протеомният профил на туморната тъкан доказва своето значение като 

прогностичен фактор, потвърждава установени и разкрива нови цели за 

таргетна терапия.  Изучаването му може да разкрие нови взаимодействия в 

процеса на карциногенезата и нови подходи в борбата с карциномите.  
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ПРИНОСИ 

 

1. За първи път в България са изследвани полиморфизми на гена за 

васкуларния ендотелен растежен фактор сред българската популация. 

 

2. За първи път в България е селектирана група пациенти на базата на 

наличните полиморфизми, подходящи за лечение с таргетна терапия. 

 

3. За първи път в България се установява връзката между някои от протеините 

в профила на тумора и преживяемостта при пациенти с карцином на 

млечната жлеза.  

 

4. Създадена е нова обобщена класификация на прогностичните и 

предиктивни фактори при карцинома на млечната жлеза. 

 

5. Създадена е биобанка на туморни тъкани на пациенти с карцином на 

млечната жлеза, което предлага основа за бъдещи изследвания. 

 

6. Установено е значението на факторите на околната среда за прогнозата. 

 

7. Потвърдена е прогностичната стойност на размера на тумора, статуса на 

рецепторите за естроген и прогестерон, хистологичния тип, специфичния 

туморен маркер за гърда и стойността на фибриногена. 
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ПРИЛОЖЕНИЯ 

ПРИЛОЖЕНИЕ 1. Информация за болния 

 
Информация за пациента 

   Относно участие в научноизследователски проект 
“Асоциативно проучване на полиморфизми във VEGF гена като прогностични фактори 

при карцином на млечната жлеза” 
 

Ракът на гърдата би могъл да се дължи на мутации в определени гени и да се 
предава по наследство. Тези мутации се откриват чрез ДНК анализ, който се извършва 
върху проби от различни биологични материали. Откритата при даден болен мутация се 
търси след това при неговите родственици, за да се прецени за кои от тях е необходима 
профилактика с цел ранна диагностика на същото заболяване. 

Със заболяването са асоциирани и множество полиморфни варианти в различни 
гени. Установено е, че те оказват влияние както върху риска за развитие на рак, така и 
върху преживяемостта и отговора към лечението. Някои от тези генетични промени са 
разположени в регулаторни области на гените и могат да доведат до промяна в тяхната 
експресия и синтез на белтъци с променена функция. Това, от своя страна, би могло да 
повлияе процеса на туморогенеза и агресивността на неоплазмите. Значението на 
полиморфизмите за развитието на рака на гърдата се оценява чрез асоциативни 
проучвания от типа пациенти-здрави контроли. 

Открити са полиморфни варианти в множество гени, свързани с образуването на 
кръвоносните съдове на тумора. Те могат да доведат до увеличаване броя и растежа на 
нови кръвоносни съдове, които подпомагат дисеминацията на първичния тумор и 
образуването на метастази. Един от най-изследваните гени от тази група е генът, 
кодиращ васкуларния ендотелен растежен фактор (VEGF). Установено е, че количеството 
на този сигнален белтък е пет пъти по-голямо в туморните от колкото в нормалните 
тъкани. Изследвани са различни полиморфни варианти във VEGF гена във връзка с 
прогнозата и лечението при рак на гърдата. Някои от тях оказват ефект върху общата 
преживяемост, а други имат значение за отговора към терапията с лекaрства, насочени 
срещу VEGF, като част от концепцията за „персонализирана медицина”.  

В тази връзка целта на настоящото проучване е да се определи честотата на 
полиморфните варианти -634 G/C и +936 C/T във VEGF гена в група от 100 български 
пациентки с рак на гърдата и 200 здрави контроли и да се установи тяхната асоциация 
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с риска за развитие на карцином на млечната жлеза.    
Проектът се извършва с участието на клинични специалисти от Клиниките по 

Хирургия „Проф. Александър Станишев“ и Обща и клинична патология, УМБАЛ 
“Александровска”, гр. София, Клиниката по Хирургия, УМБАЛ „Царица Йоана- ИСУЛ“, 
както и на специалисти по молекулярна генетика от Центъра по молекулна медицина на 
МУ-София.  

На приелите да участват в това изследване ще бъде взето малко количество кръв 
(до 10 мл) по начина, по който това се прави при всички медицински изследвания на 
кръвта в Р. България - с игли за еднократна употреба и с риск за изследваното лице, не 
по-висок от средностатистическия за медицинските заведения в страната. 

В някои случаи материалът за анализ може да се окаже недостатъчен или 
некачествен и тогава се налага повторно вземане на кръв. Ако това се случи, участниците 
запазват правото си си да откажат като приемат, че в този случай техният генетичният 
анализ може би няма да бъде проведен до край.  

Кръвта ще се използва за извличане на ДНК, която ще бъде обект на генетично 
изследване. ДНК пробите ще бъдат обозначени с код, което ще осигури анонимност на 
участниците. След приключване на изследванията, част от ДНК пробите ще се съхранява 
в ДНК банката на Центъра по молекулна медицина, при пълно спазване на условията за 
конфиденциалност на придружаващата ги лична информация, единствено за целите на 
бъдещи научни изследвания и проекти, свързани с рака на гърдата. Резултатите от това 
проучване могат да бъдат публикувани или обсъждани по други начини, но използването 
на специфичен код ще гарантира анонимност на участниците. Анонимно биологичните 
проби и клинични данни могат да бъдат транспортирани до други научни институции в 
страната и чужбина за участие в други изследвания, и публикувани в научни списания и 
бази данни. Центърът би могъл да повтори анализите в бъдеще чрез нови, разширени 
или подобрени методи с остатъчния ДНК материал, ако това е необходимо и възможно.  

Участниците в проекта имат право да прекратят участието си в него по всяко време, 
като това няма да доведе до неприятни последици или загуба на блага и здравни услуги.  

В качеството си на научна разработка, настоящото изследване може да доведе до 
резултати, които да имат пряко значение за диагностиката и лечението на рака на 
гърдата. Получените данни също биха били от изключително важно значение за 
разбиране на механизмите за развитие на карцинома на гърдата, и оттам за 
разработване на нови и още по-ефективни методи за терапия и лечение на това 
социално-значимо заболяване, което би променило живота на милиони хора в бъдеще. 

В случай, че получените резултати имат диагностична стойност за участниците, те 
ще им бъдат съобщени лично от изследователския екип. Тези резултати са 
поверителни и могат да бъдат съобщавани на други лица само след моето писмено 
съгласие или където законът позволява. 

 
След запознаването с целите на настоящия проект, моля подпишете формата за 

ИНФОРМИРАНО СЪГЛАСИЕ, където заявявате, че разбирате и сте съгласни да участвате 
в изследването. Не забравяйте да искате копие от информираното съгласие. 

       
 

Предварително Ви благодарим за участието в проекта! 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2. Информирано съгласие за предоставяне на тъкан 

 
Информирано съгласие 

 за предоставяне на биологичен материал от туморна формация и прилежащата й нормална 
тъкан за създаване на тъканна банка от карциноми на гърдата 

 
Уважаема госпожо/ господине, 

 
Моля, прочетете внимателно и подпишете това информирано съгласие. 
 

Ракът на гърда е изключително хетерогенно заболяване и обхваща разнообразна група от 
тумори, които могат да бъдат подразделени на базата на техните хистопатологични 
характеристики и генно-експресионни профили. Молекулярно биологичните особености на 
отделните подтипове карциноми на гърдата определят тяхната клинична изява и са много важни 
за прецизиране на диагнозата, предсказване на изхода от заболяването и избора на терапия.  

Събирането на настоящата биобанка от биологични материали, включващи карциноми на 
гърдата и прилежащитете им нормални тъкани, има за цел да послужи като основа за бъдещи 
изследвания и определяне молекулярно биологичните характеристики на различните подтипове 
рак на гърдата. Изследванията ще бъдат насочени към откриване на промените в рамките на 
целия геном на туморите; епигенетичните промени, изразяващи се в промоторното 
хиперметилиране на гените и повлияване на тяхната експресия от специфични микро РНКи; 
промените на протеомно и метаболомно ниво, свързни със синтезиранато на специфични 
белтъчни фактори и метаболити и др. Тези знания, съпоставени с хистопатологичните 
характеристики на туморите ще позволят откриването на нови диагностични и прогностични 
биомаркери за рак на гърдата, персонализирано лечение и откриване на нови молекули-мишени 
за насочена терапия. Това, от своя страна, би довело до по-добра дигностика и профилактика на 
рака на гърдата в България, както и до повишаване на продължителността и качеството на живот 
на пациентите, страдащи от това социално значимо заболяване. 

 
Аз, долуподписан(ият)aта…………......………………….....................................................................,  

 съм съглас(ен)на  да участвам в проучвания на рака на гърдата чрез молекулярно 
биологични анализи на туморни, сравнени с прилежащите им нормални тъкани.  

 Информиран(а) съм, относно процедурите, които ще ми бъдат извършени, при участие в 
проекта - вземане на част от туморната формация след нейната ексцизия и, по възможност, 
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прилежащата й нормална тъкан.  

 Разрешавам да се вземе част от туморната формация след нейната ексцизия  и, по 
възможност, част от здрава тъкан за създаването на тъканна банка, с цел последващи научни 
(генетични/ геномни, епигенетични/ епигеномни, протеомни, метаболомни и др. изследвания) 
свързани с карциногенезата и туморната биология на карцинома на млечната жлеза.  

 Обяснена ми е целта на взимането на тези проби.  

 Съобщени ми бяха евентуалните рискове и усложнения от процедурата.  

 Участието ми в настоящето изследване е напълно доброволно.  

 Разбирам, че съгласието или отказа за участие в този научно-изследователски проект по 
никакъв начин няма да повлияе на лечението ми.  

 Имам право да прекратя участието си по всяко време, като това няма да има неприятни 
последици или загуба на блага и здравни услуги, и ще бъда информиран(а) за хода на 
изследването и резултатите от него. 

  Запозната съм с целите, методите и институционалната принадлежност на 
изследователите. 

 Запознат(а) съм с процедурата за събиране на лична информация на участниците в 
изследването и с гаранциите за конфиденциалност на тази информация. 

  Съглас(ен)на съм да участвам в проекта. 
Моите биологични материали ще бъдат обозначени със специфичен код и съхранявани в 

биобанката на Центъра по молекулна медицина, при пълно спазване на условията за 
конфиденциалност на личната ми информация. Резултатите от това проучване могат да бъдат 
публикувани или обсъждани по други начини, но използването на специфичен код ще гарантира 
моята анонимност. Анонимно моите проби и клинични  данни могат да бъдат транспортирани до 
други научни институции в страната и чужбина за участие в други изследвания и публикувани в 
научни списания и бази данни.  

Поставеният от мен подпис по-долу потвърждава моето доброволно участие в това 
изследване, но в никакъв случай не освобождава членовете на изследователския екип от тяхната 
професионална и етична отговорност. 

В случай, че получените резултати от бъдещи изследвания имат диагностична стойност 
за мен, желая те да ми бъдат съобщени лично от изследователския екип. Резултатите ми са 
поверителни и могат да бъдат съобщавани на други лица само след моето писмено съгласие 
или когато законът позволява. 
 
Съглас(ен)на  съм доброволно да участвам в изследването:                  Да                Не          
  
 
 
 
Получих  копие  от  това  съгласие.                 Дата:………….......            Подпис:……………......                      
 
 
 
Обясних същността на ДНК изследването на пациента. Отговорих на всички въпроси. 
 
 
Име:……………………………………...…                        Дата:………………..            Подпис:……...…………. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 3. Информирано съгласие за предоставяне на кръв 

 
Информирано съгласие 

 за анализ на ДНК в изследователски проект 
“Асоциативно проучване на полиморфизми във VEGF гена като прогностични фактори 

при карцином на млечната жлеза” 
 

Уважаеми госпожо/ господине, 
 

Моля, прочетете внимателно и подпишете това информирано съгласие. 
 
Аз, долуподписан(ият)ата.…………….....…………….........................................................., 

съм съглас(ен)на да участвам в изследване, свързано с проучване на рака на гърдата чрез 
ДНК анализ.  

Информиран(а) съм, че:  
■ Ракът на гърдата би могъл да се дължи на мутации в определени гени и да се 

предава по наследство. Тези мутации се откриват чрез ДНК анализ, който се извършва 
върху проби от различни биологични материали. Откритата при даден болен мутация се 
търси след това при неговите родственици, за да се прецени за кои от тях е необходима 
профилактика с цел ранна диагностика на същото заболяване.  

■ Със заболяването са асоциирани и множество полиморфни варианти в различни 
гени. За да се оцени тяхното значение за развитието на рака на гърдата в Българската 
популация, е необходимо провеждането на асоциативно проучване от типа пациенти-
здрави контроли. 

Разбрах че: 
■ На приелите да участват в това изследване ще бъде взето малко количество кръв 

(до 10 мл) по начина, по който това се прави при всички медицински изследвания на 
кръвта в Р. България - с игли за еднократна употреба и с риск за изследваното лице, не 
по-висок от средностатистическия за медицинските заведения в страната.  
 ■ В някои случаи материалът за анализ може да се окаже недостатъчен или 
некачествен и тогава се налага повторно вземане на кръв. Ако това се случи, запазвам 
правото си да откажа и приемам, че в резултат на отказа ми, генетичният анализ 
в моя случай може би няма да бъде проведен до край.   
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 ■ Кръвта ще се използва за извличане на ДНК, която ще бъде обект на генетично 
изследване.   
ДНК пробата ще бъде обозначена с код, което ще осигури моята анонимност.  

■ С настоящото давам съгласието си за участие в научно-изследователски 
проект. В качеството си на научна разработка, настоящото изследване може да доведе 
до резултати, които да имат пряко значение за диагностиката и лечението на рака на 
гърдата. Получените данни също биха били от изключително важно значение за 
разбиране на механизмите за развитие на карцинома на гърдата, и оттам за 
разработване на нови и още по-ефективни методи за терапия и лечение на това 
социално-значимо заболяване, което би променило живота на милиони хора в бъдеще.  

■ След приключване на изследванията, част от моята ДНК ще се съхранява в ДНК 
банката на Центъра по молекулна медицина, при пълно спазване на условията за 

конфиденциалност на личната ми информация, единствено за целите на бъдещи научни 

изследвания и проекти, свързани с рака на гърдата. Резултатите от това проучване могат 
да бъдат публикувани или обсъждани по други начини, но използването на специфичен 

код ще гарантира моята анонимност. Анонимно моите проби и клинични данни могат да 
бъдат транспортирани до други научни институции в страната и чужбина за участие в 

други изследвания, и публикувани в научни списания и бази данни. Центърът би могъл 

да повтори анализите в бъдеще чрез нови, разширени или подобрени методи с остатъка 
от моята ДНК, ако това е необходимо и възможно.  

Поставеният от мен подпис по-долу потвърждава моето доброволно участие в 
това изследване, но в никакъв случай не освобождава изследователите от тяхната 
професионална и етична отговорност.  

В случай, че получените резултати имат диагностична стойност за мен, желая те 

да ми бъдат съобщени от изследователския екип. Резултатите ми са поверителни и 

могат да бъдат съобщавани на други лица само след моето писмено съгласие или 

където законът позволява. 

 
 
Съгласна/съгласен съм доброволно да участвам в изследването:                    Да                
 Не 
 
 
Получих  копие  от  това  съгласие.                           Дата:…………...............                      
Подпис:………………… 
 
 
Обясних същността на ДНК изследването на пациента. Отговорих на всички въпроси. 
 
 
Име:……………………………………...…                              Дата:……………….....                        
Подпис:……...…………. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 4. Разпределение на протеините в цитоплазмата и екстрацелуларния 

матрикс 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 5. Общи пътища на значимите за преживяемостта протеини 

 
Функция и заболяване p-Value Молекули  Брой 

молекули 

клетъчна смърт 3.32E-05 CLCA2,COL18A1,FBN1,FNDC1,HSPG2,LYZ,S100A9 7 

рак на ГИТ 1.20E-02 CLCA2,COL18A1,FBN1,FNDC1,HSPG2,LYZ,S100A9 7 

карциноми 3.74E-02 CLCA2,COL18A1,FBN1,FNDC1,HSPG2,LYZ,S100A9 7 

апоптоза 2.04E-04 CLCA2,COL18A1,FBN1,FNDC1,HSPG2,S100A9 6 

пролиферация 1.48E-03 CLCA2,COL18A1,FBN1,HSPG2,LYZ,S100A9 6 

тумори в малкия таз 4.14E-03 COL18A1,FBN1,FNDC1,HSPG2,LYZ,S100A9 6 

урогенителни карциноми 4.85E-03 COL18A1,FBN1,FNDC1,HSPG2,LYZ,S100A9 6 

меланом 4.67E-02 CLCA2,COL18A1,FBN1,FNDC1,HSPG2,S100A9 6 

оцеляване на организма 3.64E-06 COL18A1,FBN1,HSPG2,LYZ,S100A9 5 

движение на клетката 1.02E-03 CLCA2,COL18A1,FBN1,LYZ,S100A9 5 

кървене 1.47E-05 COL18A1,FBN1,HSPG2,S100A9 4 

ревматизъм 7.60E-04 FBN1,HSPG2,LYZ,S100A9 4 

аденокарцином на цекума 1.35E-03 COL18A1,FNDC1,HSPG2,S100A9 4 

оцеляване на клетката 2.09E-03 CLCA2,COL18A1,LYZ,S100A9 4 

карциноми на горен ГИТ 4.90E-03 FBN1,HSPG2,LYZ,S100A9 4 

карциноми на долен ГИТ 5.62E-03 FBN1,HSPG2,LYZ,S100A9 4 

клетъчна миграция 6.94E-03 CLCA2,COL18A1,LYZ,S100A9 4 

карцином на гърдата и 
яйчниците 

7.23E-03 COL18A1,FBN1,HSPG2,S100A9 4 

смърт на организма 1.63E-02 FBN1,HSPG2,LYZ,S100A9 4 

некроза 2.11E-02 CLCA2,COL18A1,LYZ,S100A9 4 
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