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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ В ТЕКСТА 
 

АКК    Аденоидно-Кистичен Карцином 
AR Андрогенов рецептор  
ER α  Естрогенов(и) рецептор(и) алфа 
EМТ Епително- мезенхимна трансдиференциация  
PgR Прогестеронов(и) рецептор(и) 
TMВ  Топлинно медиирано възстановяване  
ДКИС  Дуктален Карцином Ин Ситу 
ИДК  Инвазивен дуктален карцином 
ИЛК  Инвазивен лобуларен карцином 
ИТРЛСП  ИнтраTуморна Релативна Лимфно-Съдова Площ 
ИХХ  Имунохистохимия 
КГ Карцином на Гърдата 
л.в. лимфни възли 
ПТЛСП  ПериTуморна ЛимфноСъдова Плътност 
РГ Рак на гърда  
РМЖ Рак на млечна жлеза  
ТДЛЕ Терминална дукту-лобуларна единица  
ТИЛ Tумор-инфилтриращи лимфоцити  
ТИЛ Тумор инфилтриращи лимфоцити  
ТНКГ  Тройно негативен карцином на гърдата  
Cav-1 Caveolin -1 
CISH Chromogenic In Situ Hybridization  
CK5 Cytokeratin 5   
CK8/18  Cytokeratin 8/18   
CK 14  Cytokeratin 14   
EGFR Еpidermal growth factor receptor  
H&E Hematoxylin and eosin 
HER2 Human Epidermal growth factor Receptor 2  
LVI Lympho Vascular Invasin  
NST  No Special Type  
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I. ВЪВЕДЕНИЕ 
 
Ракът на млечната жлеза е най-често диагностицираното 

злокачествено заболяване сред жените и една от водещите причини за 
смърт от онкологични заболявания сред тях в целия свят.  

В последните години геномиката промени парадигмата на 
възприемане на карцинома на гърдата (КГ) като неоплазма, 
характеризираща се с морфологична, биологична и генетична 
комплексност и хетерогенност.  

Напредъкът в лечението се дължи на по-доброто разбиране на 
биологичната характеристика на тумора. Отделните морфологични и 
биологични типове се характеризират с различен патологичен, клиничен и 
биологичен ход, което доведе до стратификация на пациентите и 
разработване на индивидуализирана лечебна стратегия и терапевтично 
поведение при отделните подтипове тумори.  

Тази концепция за субкласифициране на туморите, на базата на 
техния молекулярен модел, резултират в по-ясна клинична прогноза, 
селекция на адекватни терапевтични схеми и предикция на отговорa към 
предстоящото лечение.  

Тройно негативният карцином на гърдата (ТНКГ) е клинично 
дефиниран, уникален субтип РГ, предизвикателство пред онколозите за 
диагностика и прилагане на успешна терапевтична стратегия.  

Тази неоплазма е с важно значение, защото се среща рядко и не се 
лекува с хормонална или анти-HER 2 терапия, поради липсата на таргети 
от  негативността за хормонални рецептори и HER 2. Вътрегрупово, ТНКГ 
е хетерогенна единица, обединяваща отделни субгрупи, с различна 
морфология, биология, прогноза и  стратегия за терапия. 

Необходими са задълбочени морфологични и допълващи 
конвенционалната патология изследвания, фокусирани върху 
разнообразието и сигналните пътища на тази уникална неоплазма.  

Настоящето проучване е мотивирано от нуждата за изясняване на 
различните морфологични и молекулярни субтипове при КГ и подходите 
за тяхната оценка в контекста на практическото им клинично приложение. 
 
 

II. ЦЕЛ  
 

Предвид клиничното значение на ТНКГ, хетерогенността на тази 

неоплазма по отношение на морфологичната находка, имунофенотипа и 

значението на това разнообразие за прилагане на индивидуални 

терапевтични интервенции  си поставихме за цел да проучим: 
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КЛИНИКО-МОРФОЛОГИЧНИТЕ И ФЕНОТИПНИ АСПЕКТИ НА 
ТРОЙНО НЕГАТИВНИТЕ КАРЦИНОМИ НА ГЪРДАТА 

 
 

В тази връзка си поставихме следните основни задачи: 
 
 
1.  Да се aнализират честотата и клинико-патологичните 

характеристики на пациентки с ТНКГ и да се сравнят параметрите с 

тези на контролна група от не-тройно негативни карциноми на 

гърда. 

2.  Да се сравни общата преживяемост на пациентите с ТНКГ и 

контролната група. 

3.  Да се опишат морфологичната находка и хистопатологичните 

характеристики на ТНКГ. 

4.  Да се изследват преканцерозните лезии в групата на ТНКГ. 

5.  Да се анализират промените в нетуморната тъкан при ТНКГ и да се 

опишат морфологични аспекти на прогресията на ТНКГ. 

6. Да се проучи лимфно-съдовата васкуларизация на първичния тумор 

при ТНКГ и се сравни с контролна група от ИХХ определени 

субтипове карциноми на гърда. 

7.  Да се проучи имунофенотипа на ТНКГ в зависимост от моделите на 

експресия на базални и луминални цитокератини, експресия на 

базални биомаркери и маркери за мезенхимна и миоепителна 

диференциация. 

8.  Да се определят характеристиките на ТНКГ по отношение на 

експресията на тумор супресорния ген p53, Cyclin E1, 

пролиферативен статус на първичния тумор и AR. 
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III. МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ  
 
3.1.Обща характеристика и основни групи пациенти 

 
Проучването е  ретро и проспективно за период от 2004 до 2013 

година. За изпълнение на целите по задачите са проучени различни групи 
пациентки през различни времеви периоди (схематично представени на 
фиг.1). Честотата на ТНКГ е проучена от 2011 до 2013 от случаите на 
УМБАЛ-Плевен и в национален мащаб на база информация от 
националния раков регистър за същия период. За ТНКГ е приеман 
имунофенотип на инвазивен КГ, при който не се установява 
имунооцветяване за ER и PgR с методите на ИХХ оцветяване или < 1%; 
негативна ИХХ реакция за HER 2 (0 и 1+) и липса на амплификация, с 
методите на CISH при неясно имунооцветяване (2+).  

За изпълнение на задачите пациентките са изследвани 
морфологично и с методите на ИХХ и ISH. От парафиновите блокчета са 
селектирани 71 случая за изследване на 17 биомаркера, при които е 
наличен материал за ИХХ и ин ситу техники.  

FISH техника за проучване на бройни генни аномалии на EGFR е 
извършена ретроспективно при 29 случая, при които сигналите са били 
годни за интерпретация. Селектираните материали за морфологично 
изследване са обработени рутинно, фиксирани във формалин и включени в 
парафин.  

За морфологичната диагноза блокчетата са срязвани с дебелина 4 
µm и са оцветявани с H&E. Последващи срези за ИХХ изследване и ин 
ситу хибридизационни техники от пациентски блокчета са монтирани 
върху адхезивни стъкла.  

В диагностичния процес на ТНКГ се премина през следните етапи: 
определяне на хистотип на тумора, грейдинг, архитектурни особености на 
първичния тумор, туморната инфилтрация от лимфоцити (ТИЛ), in situ 
компонента и пренеопластични лезии в първичния тумор, зони и вид на 
некрози, цитологични и стромални характеристики на тумора. 

 
 

На фиг.1. схематично са представяне на групите пациентки, проучвани 
по поставените задачи. 
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                Ф
иг.1. 

498 пациентки с карцином на гърда, 
диагностицирани, оперирани, лекувани  и 
диспaнсеризирани в УМБАЛ-Плевен 

                                    

421 случаи с не-тройно негативени 
карциноми на гърдата 

77 случаи с тройно негативни 
карциноми на гърдата 

20 външни, консултативни случаи, на 
пациентки с тройно-негативни 
какарциноми на гърдата 

 

                      Задачи 7 и 8 
Изследвани са 17 биомаркера  при  71 случая на ТНКГ при 
които обработката на тъканите е прценена като адекватна 
за интерпретиране на резултатите от ИХХ и ин ситу 
техники. 

                                  Задачи 1 и 2  
Проучвана група -  69 случая на тройно негативни карциноми 
при които  документацията е пълна и позволява детайлен 
анализ 
Контролна група - 68 пациентки с не тройно негативен, 
инвазивен карцином на гърдата, при които  документацията е 
пълна и позволява детайлен анализ 

 
 
                      Задача 6 
Проучвана група - 35 случаи на ТНТ 
Контролна група -144 случаи от които: 
-Лум А - 90 случаи 
-Лум Б -18 случаи 
-HER2 -36 случаи 

                                  Задачи 3,4 и 5 
Клинико-морфологично са проучени общо 97 случая, 
като е описана  морфологичната находка на ТНКГ, 
преканцерозните лезии и промени в нетуморната 
тъкан,  свързани с тях. 

Отпаднали от анализа са 8 
случаи с непълни клинични 
данни  

Включени в  анализа са 
произволни 6случаи с 
пълни клинични данни  

Лимитиращ критерии е 
наличието на тройно-негативен 
имунофенотип  

Отпаднали от анализа са 7 случаи, при 
които хистологичния матриал е 
недостатъчен 

 

Отпаднали от анализа са 42 случаи, при 
които перитуморната тъкан  е <2-3мм 

 

Включени в  анализа са произволни 
144 случаи с поне 2-3мм 
перитуморната тъкан   
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Имунофенотипизирането е извършено с различни първични 
антитела по инструкции на фирмите–производители. За визуализация на 
ИХХ реакция е използвана FlexEnVision система/DAKO. Антителата, 
техните характеристики, като клон, работни разреждания, фирма-
производител и начин на антигенно възстановяване са показани на табл.1. 

 
Табл.1. Обща информация за aнтителата. TMВ-топлинно медиирано 

възстановяване. 

Първично 
антитяло Клон Разреждане Производител 

Тип на антигенно 
възстановяване 

 
HER2 
поликлонално 
aнтичовешко 

c-erbB-2 
клон 1100 
oncoprotein 

1:250 
Dako 
Cytomation 

ТМВ -водна баня; t=95-
98°С; време 40  min 

ER  
Мише 
античовешко 

SP1 α 
Готово за 
употреба  

Dako 
Cytomation 

ТМВ- водна баня; t=95-
98°С; време 40  min    

PgR  
Мише 
античовешко  

 

PgR 636 
Готово за 
употреба 

Dako 
Cytomation 

ТМВ- водна баня; t=95-
98°С; време 40  min    

Ki67    
Мише, 
моноклонално  
античовешко 

Клон MIB 
1  

Готово за 
употреба 

Dako 
Cytomation 

ТМВ-  автоклав; 16 psi; t= 
124˚ C;  Време 1 min 

p53   
Мише, 
моноклонално  
античовешко 

Клон DO7 
Готово за 
употреба 

Dako 
Cytomation 

ТМВ-  автоклав; 16 psi; t= 
124˚ C;  Време 1 min  

CK 14 Мише, 
моноклонално  
античовешко 

LL002 
 

1:20 
Novo Castra 

ТМВ - автоклав; 16 psi; t= 
124˚ C;  Време 1 min  

АR Мише, 
моноклонално  
античовешко 

Клон AR 
441 

Готово за 
употреба 

Dako 
Cytomation 

ТМВ-автоклав; 16 psi; t= 
124˚ C;  Време 1 min  

Vimentin  
поликлонално  
aнтичовешко 

Клон V9   1:100 
Dako 
Cytomation 

Proteinkinase K 

C-kit   
поликлонално 
aнтичовешко 

 1:50 
Dako 
Cytomation 

ТМВ- тенджера под 
налягане ; 16psi; t= 124̊ C;  
Време 1 min;Citrate buffer 
pH 6.0  

EGFR  
DAK-H1-
WT 

Готово за 
употреба 

Dako 
Cytomation 

Proteinkinase K 

P-cadherin Клон 56 1:100 
BD,Transductio
n Lab 

ТМВ -  автоклав; 16 psi; t= 
124˚ C;  Време 1 
min;Citrate buffer pH 6.0 

CK5 
Моноклонално 
анти човешко 

Клон XM 
26   

1:100   Novocastra 
ТМВ-  автоклав; 16 psi; t= 
124˚ C;  Време 1 
min;Citrate buffer pH 6.0 
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FISH реакцията за EGFR е извършена с фармакодиагностичен кит 

на Vysis, по инструкции на фирмата. Изпълнението на CISH реакция за  
HER 2 е следвало стриктно препоръките на фирмата производител-Zymed.  

ИХХ реакция за EGFR е преценявана, използвайки 4 степенна 
скала- (0, 1+, 2+ и 3+, подобно на интерпретацията на HER 2. Стойности от 
2 и 3 + са приемани за позитивно имунооцветяване.  

HER2 е приеман за позитивен, като изключващ критерии за групата 
на ТНКГ, ако ИХХ оцветяване за HER2 е пълно, униформено и интензивно 
мембранно оцветяване на >10% от инвазивните туморни клетки - (3+). 
Случаите с непълно, слабо (1+) или липсващо (0) мембранно оцветяване са 
приемани за негативни. Случаите с двусмислен или несигурен резултат са 
ретествани с CISH. HER-2 e приеман за амплифициран с техниката на 
CISH, при отчетени най-малко 6 и повече генни копия в повече от 10% от 
ядрата на туморните клетки. За отчитане на FISH пробата за EGFR е 
изчислявано съотношението на генните копия за EGFR (LSI-EGFR) към 
броя на центромерите на 7 ма хромозома (CEP7). Броени са от 20 до 60 
ядра от всеки подходящ случай. Съотношението LSI-EGFR  към  CEP7 ≥ 
2.0 е приемано за амплификация на гена за EGFR. За полизомия е 
приемана находка, при която в >/= 40% от ядрата на туморните клетки е 
установявано >/= 3 копия за седма хромозома.  

Имунооцветяването за Cav-1 е отчитано в стромални фибробласти и 
туморни клетки полуколичествено, като процент и интензивност. ИХХ 
оцветяване е отчитано по интензитет, съответно: 0- негативен, 1- слабо 
позитивен; 2- умеренопозитивен; 3- интензивно позитивен и като процент 
на оцветени туморни и стромални клетки: 0-липсва оцветяване, <1% от 
клетките са оцветени;1- 1% до <10%; 2- от  ≥10% до <25%; 3- от  ≥25% до  
<50%; 4- ≥50%,  локализирано в периферията на клетката–мембранно и в 

CK17 
моноклонално 
античовешко 

Клон  E3 1:20 
Dako 
Cytomation 

ТМВ-  автоклав; 16 psi; t= 
124˚ C;  Време 1 min 

CK8 
моноклонално 
анти човешко 

 

Клон 
UCD/PR-
10.11,Zym 
5.2 

Готово за 
употреба 

Zymed 
ТМВ -  автоклав; 16 psi; t= 
124˚ C; Време 1 min;Citrate 
buffer pH 6.0 

Cyclin EProtein  
моноклонално 
античовешко 

 

Клон 13A3 

     
1:15 

 
DBS 

ТМВ -  автоклав; 16 psi; t= 
124˚ C; Време 1 min;Citrate 
buffer pH 6.0 

Caveolin-1 Клон 2297 1:100 
BD 
Transduction 
Lab 

ТМВ -  автоклав; 16 psi; t= 
124˚ C; Време 1 min; 
Citrate buffer pH 6.0 

p63 4A4 
Готово за 
употреба 

Dako 
ТМВ -  МW при 98 °C , 
800 W  30 min Dako Target 
retrieval solution, рН 6.0 

D2-40  D2-40 1:100 
Dako 
Cytomation 

ТМВ–тенджера под 
налягане ;16 psi; t= 124˚ C; 
Време-1 min 
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цитоплазмата на туморните клетки и стромалните фибробласти. Резултат 
от сбора на оцветяване по интензитет и процент (скор) над 4 е смятан за 
позитивен. Интерпретацията на ИХХ имунооцветяванe с граници за 
позитивност е представена на табл. 2. D2-40 / p63 оцветените структури са 
интерпретирани като специфични за лимфни съдове, ако ИХХ оцветяване 
е „непрекъснато” умерено до силно цитоплазмено оцветяванe. За 
определяне на субтиповете КГ са използвани ИХХ маркери. Според 
имунопрофилите субтиповете КГ са дефинирани като: Луминален A (ER+ 
и/или PgR+, HER2-), Луминален B (ER+ и/или/ PgR+, HER2+), HER2 
свръхекспресиращ (HER2+, ER/PR-) и ТНКГ (ER-, PgR- и HER2-).  

 
Табл.2.Интерпретация на имунохистохимичното оцветяване за различните 

маркери. 

Биомаркер Граница на позитивност Локализация на маркера 

HER2 >10% Строго мембранна 

ER ≥1% Строго ядрена 

PgR ≥1% Строго ядрена 

Ki67 
≥15% 

 
Строго ядрена 

p53 >10% Строго ядрена 

CK 14 ≥5 Мембранна и цитоплазмена 

АR ≥10% Строго ядрена 

Vimentin  ≥20% Цитоплазмена 

C-kit  ≥20% Цитоплазмена 

P-cadherin ≥20% Мембранна и цитоплазмена 

CK 5 
Хетерогенен 5-69% 
Хомогенен >70% 

Мембранна и цитоплазмена 

CK 17 >5% Мембранна и цитоплазмена 

 
CK 8 

>5% Мембранна и цитоплазмена 

EGFR >10% Мембранна и цитоплазмена 
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Лимфно-съдовата инвазия (LVI) е определяна с ИХХ метод с 

антитяло D2-40/p63. За LVI е приемано всяко струпване от туморни клетки 
в рамките на D2-40 позитивни структури, тип “телена мрежа”- силно, 
непрекъснато, цитоплазмено оцветяване. Лимфносъдовият васкуларитет е 
определян в няколко стъпки. Първо D2-40/p63 оцветените слайдове са 
покривани със стъкла, щампирани с решетка 20 x 20mm, изградена от 25 
малки квадратчета всяко с размери 4x4mm (фиг.2 А). Слайдовете са 
скенирани на увеличение 40x. Броят на лимфатиците е определян във 
всеки квадрат и резултатът е нанасян в специално разработена за целта 
таблица (фиг.2 В).  

 

 
Фиг. 2. (A) Покривно стъкло с разграфена мрежичка 20x 20мм.;  
(В) Индивидуална таблица за оценка на „горещи петна”, използванa в 

проучването.  
 
ИХХ оцветени препарати с MIB-1 антитяло са прегледани на 

увеличение 100х на микроскоп Olymus BX 40. Подбирани са три 

Cyclin E 1 >50% Ядрена 

Caveolin-1 ≥20% Мембранна и цитоплазмена 

BRCA 1 >10% Ядрена и  цитоплазмена 

EGFR 2+ и  3 + Мембранна цитоплазмена 

P63 >20% Ядрена 

D2-40 / p63  
непрекъснато, интензивно цитоплазмено и 

ядрено  оцветяване. 
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неприпокриващи се, представителни за тумора зони, заснемани на 
увеличение 400х с микроскоп Olymus BX 40, с дигитална камера Оlympus, 
модел 5050 zoom. Компютър–асистирано изброяване на имунопозитивните 
туморни ядра е извършвано със софтуерния продукт Image Tool.  

 
3.2. Статистически методи за анализ на получените данни 

 Статистическият анализ е извършван с помощта на следните методи: 
честотен и графичен анализи; методи за проверка на хипотезите – 
непараметричен анализ, извършващ се с помощта на критерий χ2 за 
търсене на зависимост между две качествени променливи, с прието ниво 
на значимост p<0.05. Категоричните данни са анализирани по отношение 
на тяхната честота. Сравнение на категориите данни е правено с теста на  
Fisher или с Pearson chi-square тест. 

Общата преживяемост е измервана за периода от рандомизацията 
до настъпил момент на летален изход. Разпределението на събитията във 
времето е представено с помощта на кривите на Kaplan-Meier, които са 
сравнявани с log-rank теста. Статистическият анализ на изследваните 
данни е извършван с помощта на софтуерния продукт Statgraphics plus 2.0. 
Стойности за  p<0.05 са приемани за значими. 
 

 
 
IV. СОБСТВЕНИ ПРОУЧВАНИЯ, РЕЗУЛТАТИ И 

ОБСЪЖДАНЕ 
 

4.1. Проучване на честотата и клинико-патологичните 
характеристики на пациентките с ТНКГ 

 
            4.1.1. Проучване на честотата ТНКГ в национален и регионален 
мащаб 
 

За проучвания от нас период 2011-2013 в УМБАЛ Д-р „Георги 
Странски” са диагностицирани и оперирани общо 498 случая с КГ с 
морфологично доказан карцином, а от тях с тройно негативен фенотип са 
установени общо 77 случая (15.4%). 

По данни на националния раков регистър в страната за същия 
времеви интервал са регистрирани общо 8718 случая с КГ. От тях 8400 
(96.3%) са с морфологично верифицирани тумори, а от тях 
при  4858 случая (57.8%) има налична информация и за трите рецептора. 
От тези 4858 пациенти с КГ, тройно негативни са установени 458 случая 
(9.4%). 
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4.1.2. Проучване на клиничнико-патологичните 
характеристики на ТНКГ  

 
4.1.2.1. Проучване на възрастовата характеристика на ТНКГ 
 
В нашето ретроспективно изследване за периода е подбрана група 

от тройно негативни тумори, като всички пациентки са жени на възраст от 
23 до 81 години (средна възраст 50.2 години). Намери се тенденция 
пациентите да са по-млади, в сравнение с контролната група. Този 
показател обаче не достига статистически значима разлика между групите 
в разпределението на пациентките по възраст (p=0.086). Разпределението 
по възраст на случаите с ТНКГ, сравнено с това в контролната група, 
показва тенденция ТНКГ да се срещат в по-млада възраст, без тя да 
достига статистическа значимост. 
 

4.1.2.2. Проучване на размера на първичния тумор при ТНКГ и 
контролната група 
 

По отношение на размера на първичния тумор, в ранен стадий (Т1-
категория) са диагностицирани повече пациентки от контролната група-
48.53%, в сравнение с групата на ТНКГ-20. 9%. По отношение на Т2 
критерия, пациентки от контролната група са били установени в 32.35 % 
срещу 43.29 % от групата на ТНКГ.  

Съществува разлика в разпределението на случаите в T3 и T4 
категориите в контролната група и тази с ТНКГ. В Т3 категория от 
контролната група са установени 7.35% случая, срещу 10.45% от 
изследваната група и съответно в T 4 категория- 11.76% от контролната и 
25.37% от изследваната група. В проведеното проучване тези разлики 
достигат статистическа значимост (р=0.007). 
 

4.1.2.3. Проучване на лимфно-възловия статус при ТНКГ и 
контролната група 

 
По отношение на аксиларния лимфно-възлов статус, тройно-

негативните карциноми се намериха по-често в N0 категорията, без 
метастази в лимфните възли- в 44.12%, в сравнение с 35.85% от 
контролната група. В N1 и N2 категорията преобладаващи са пациентите 
от контролната група-37.74% за N1 и 22.64% за N2, срещу 29.41% и 
17.65% от групата на ТНКГ. В N3 категорията попадат предимно случаи от 
изследваната група-ТНКГ-8.82% срещу 3.74% за контролната група. 

Потърсихме корелация между големината на тумора и статусът на 
л.в. - (Т и N), като такава беше установена само в контролната група 
(статистически значима p=0.025, R=0.308). 
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В групата на ТНКГ се установи слаба положителна връзка (с 
коефициент на корелация r=0.192), която не достига статистически 
значима стойност (p=0.12). Липсва статистически значима корелация 
между размера на първичния тумор и статусът на лимфните възли при 
ТНКГ. От 137 пациента в двете изследвани групи с неизвестен статус за 
разпространение на заболяването към момента на поставяне на диагнозата 
са 120. От останалите 17, с метастази са 9 от тройно негативните и 3 от 
контролите. Останалите 5 пациентки нямат метастази за целия срок на 
наблюдение. Не се установи статистически значима разлика между 
изследваната и контролната група. 

Като цяло, ТНКГ имат по-лоша прогноза в сравнение с останалите 
субтипове, като може да се свърже с ниската степен на диференциация на 
първичния тумор, която предоминираше в проучваната от нас изследвана 
група. 

По литературни данни честотата на ТНКГ в неселектирана кохорта 
варира, в зависимост от метода на изследване и границата за позитивност 
на хормонални рецептори, приблизително от 11 до 20%. Честотата за 
нашето проучване за ТНКГ е в границите на този интервал. Прави 
впeчатление обаче, по-ниската честота на ТНКГ в национален мащаб за за 
проучения период – само 9.4% в сравнение с литературните данни и в 
сравнение с резултатите от нашето проучване. 

ТНКГ по-рядко се асоциират с метастази в лимфните възли, както 
установихме в нашето проучване, което се подкрепя и от други авторски 
колективи. Независимо от ниския риск за аксиларни метастази, 
пациентките с ТНКГ са с лоша прогноза, което предполага хематогенен 
тип метастазиране и налага приложение на цитостатична терапия, 
независимо от негативния аксиларен статус. Липсата на корелация между 
размера и статуса на л.в. е характерна находка за ТНКГ и е значима 
разлика с луминалните тумори.  

В нашето проучване не се установи статистически значима разлика 
между проучваната и контролната групи по отношение на М категорията 
към момента на поставяне на диагнозата. По принцип М категорията е 
трудно да бъде интерпретируема, поради преобладаване на случаи, при 
които липсват данни за екзактно стадиране на пациентките и в двете групи.  

 
4.2. Проучване на преживяемостта на пациенти с ТНКГ в 

сравнение с неселектирана контролна група 
 
За реализиране на задача 2 е използван метода на Kaplan-Meier. При 

сравняване на времето на преживяемост се установи статистически 
значима разлика между двете изследвани групи. В групата на ТНКГ 
средната обща преживяемост е 68 месеца, срещу 84 месеца при 
контролите.  
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При пациентките с ТНКГ общата преживяемост с била средно с 16 
месеца по-кратка, сравнена с контролната група-фиг.3.  

 

 
Фиг.3. Криви за обща преживяемост при двете групи за период от първите 5 

години. 
 
За прецизиране силата на разликата между двете проучвани групи, 

анализирахме преживяемостта в подгрупите, преживели и непреживели 5 
годишен период. 

Установи се средна преживяемост от 22 месеца за групата от 
тройно-негативни карциноми, срещу 32 месеца за контролната група, 
което е статистически значимо (p=0.02). 

Установи се и факта, че пациентките с ТНКГ, ако преживеят 
първите 5 години, имат средно по-голяма преживяемост от контролите 
(119 срещу 107 месеца). Тази тенденция обаче, не достига статистическа 
значимост. 

Нашите резултати за по-малка средна обща преживяемост в групата 
на ТНКГ до петата година съвпадат с преобладаващите литературни данни 
за по-висока смъртност до петата година, която след този период 
постепенно намалява.  

Различните субтипове КГ притежават различни генни експресионни 
профили, които могат да се докажат с различни модели на генетични 
анализи, които да предвидят мястото на метастазирането на първичния 
тумор. Идентификацията и проучването на тези гени ще доведе до по-
екзактно предсказване на вероятния ход на заболяването. 
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4.3. Проучване на морфологичната находка и 
хистопатологичните характеристики на ТНКГ 

 
Във връзка с поставената задача, клинико-морфологично бяха 

проучени общо 97 тумори, селектирани ретроспективно от последователни 
случаи на оперирани по повод на карцином на гърдата и от външни 
консултативни случаи, отговарящи на същите критерии. 

Класификацията на хистологичните варианти  е направена съгласно 
4 то издание на СЗО, 2012 година. Разпределението на изследваните по 
задача  3, общо 97 случая по морфологични типове на първичните тумори 
е представено на таб. 3 и е както следва: 
 
Табл.3. Разпределение по морфологични типове на ТНКГ. 
 
Хистологичен вид на тумора/хистотип Брой случаи/Процент 
Инвазивен карцином, NST 53/54.63% 
Карцином с централна некроза  2/2.06% 
Инкапсулиран папиларен карцином, солиден 
вариант 

1/1.03% 

Класически медуларен карцином 6/6.18% 
ТНКГ с медуларни характеристики  12/12.37% 
Лобуларен карцином  2/ 2.06% 
Апокринен карцином  3/3.09% 
Секреторен карцином 1/1.03% 
Метапластичен карцином  
•  Източеноклетъчен карцином 
•  Плоскоклетъчен карцином  
•  Матрикс продуциращ карцином 

 

 
6/6.18% 
2/ 2.06%/ 
2/ 2.06% 

 
Миоепителен карцином 2/ 2.06% 
Аденоидно-кистичен карцином (АКК) 3/3.09% 
Невроендокринен карцином  1/1.03% 
Карцином, наподобяващ tall cell  
папиларен карцином на щитовидната жлеза 

1/1.03% 

Общо случаи  97/100% 
 
Преобладаващ хистологичен вид на пациентите от групата на ТНКГ 

са инвазивните карциноми, NST или т.нар. неспециални типове-54 случая -
55%. 

Поради голямото морфологично разнообразие на туморите, 
попадащи в групата на ТНКГ, в която влизат както специални типове, така 
и инвазивни дуктални карциноми от „неспециален” тип, находката в 
морфологичната картина ще се разгледа поотделно за двете групи ТНКГ. 
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4.3.1. Проучване на хистопатологичната находка при инвазивни 
дуктални карциноми, „неспециални” типове-ИДК, NST  

 
По принцип диагнозата инвазивен карцином, неспециален тип е 

поставяна по изключение, когато неоплазмата не покрива критериите за 
специални типове. С диагноза ИДК, NST се оказаха преобладаващ брой от 
изследваните морфологично случаи-53 (54.63%%).      

 
Характерна находка при инвазивните дуктални карциноми, 

неспециални типове по отношение на архитектурен модел на строеж на 
тумора се оказа предимно солидния с избутващ начин на растеж. 
Морфологичните характеристики на проучените ТНКГ са представени на 
табл.4. 

 
Табл.4. Морфологична характеристика на проучените ТНКГ 

 
 
Туморните клетки в повечето от случаите са аранжирани в солидни 

гнезда, разположени в дезмопластична строма (фиг.4). В отделни случаи 
първичният тумор е представян с комплексна, макропапиларна 
архитектура, подобна на високостепенни серозни папиларни карциноми на 
яйчниците (фиг.5). 

          Показатели 
 
 
Характеристики 

Грейд Брой/%  

G3 
G2 
G1  

62(62,89%) 
34 (35,05%) 
2(2,06%) 

Граници  Избутващи 
Инфилтративни  

65 (67,01%) 
32 (32,99%) 

Некрози  Географски 
Фокални  
Липсващи  

50(51,55%) 
37(38,14%) 
10(10,31%) 

Калцификати  Налични  
Липсващи 

5 (5,15%) 
92 (94,85%) 

Стромни възпалителни 
инфилтрати 

 

Обилни  
Умерени 
Слабо изразени/липсващи  

60 (61,86%) 
34 (35,05%) 
3 (3,09%) 

Преинвазивни лезии, 
ин ситу компонента  

Наличен  DCIS  
Липсва DCIS 

10(10.31%) 
87(89,69%) 
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Фиг.4.-Солидна архитектура на ТНКГ без формиране на тубули, оцв.H&E, увел.100x Б- оцв.H&E, 
увел 200x 

 
Фиг.5. А-Комплексна папиларна архитектура на ТНКГ.А,Б-оцв.H&E, увел.200x В, Г- ИХХ за ER, 
Her 2.оцв.H&E, увел 200x Д-ИХХ с антитяло срещу CK5. 

 
Освен солидният архитектурен модел, в групата на 

високостепенните ТНКГ се среща и модел, при които туморните клетки 
образуваха лентовидни структури, поради заемащите голяма площ зони на 
некроза (фиг.22А). 

 
Начинът на растеж в по-голяма част от случаите е „избутващ” без 

туморът да навлиза в съседните тъкани (фиг.6). Алтернативен модел на 
растеж е инфилтриране на мастната и фиброзна тъкан. Често този модел е 
асоцииран с дезмоплазия на стромата на тумора и формиране на депозити 
от еозинофилен материал, между туморните клетки. Инфилтративен 
растеж на тумора е регистриран при 33% от случаите с ТНКГ, като за 
повечето от тях установихме и наличие на еозинофилен интерцелуларен 
матрикс, намиращ се около клетките, инфилтриращи стромата и съседните 
тъкани. 
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Фиг.6. А, Б ”Избутващ” начин на растеж на карцинома, без да навлиза в мастната тъкан.оцв.H&E, 
увел.100x Б 

 
 
Калцификати са установени в малък брой от туморите-един, които е 

хетерогенен, с предоминираща тройно-негативна компонента и луминална 
съставка, позитивна за ЕR и в четири от случаите-при карциноми с тройно 
негативен фенотип (5.15%).  

Стромата на тумора при инвазивните карциноми, NST, G3 сe 
установи активно пролиферираща или оскъдна, със зони на некрози и 
кръвоизливи.  

Друга характерна и предоминираща находка в групата на ТНКГ е 
изразената ядрена атипия на туморните клетки. По-голяма част от 
туморите с инвазивни карциноми от неспециалните типове, бяха 
нискодиференцирани, G3 (74%) тумори. Ядрените промени в проучваната 
група от инвазивни дуктални, NST ТНКГ се изразяваха в полиморфизъм на 
ядрата, неправилни очертания на ядрената мембрана, фокално 
проминентни нуклеоли, струпване на хроматина, хиперхромазия и 
неправилности в ядрената мембрана на туморните клетки. 

Моделът на строеж на хроматина в повечето от случаите е 
везикуларен с различими еозинофилни или амфофилни ядърца, по-рядко-
дифузен хетерохроматин. 

Вътретуморен хетерогенитет, с участъци от тумора, показващи 
различен морфологичен модел се установи при 12 случая (16.9%) (фиг.7). 
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Фиг.7.A, Б-ТНКГ с вътретуморна хетерогенност-различни зони в тумора-А-солидна в ляво и 
жлезиста част Б-източеноклетъчна в ляво и с дуктална, G3, морфология в  дясно оцв.H&E, увел200x 

 
Зони на туморна некроза са установени при 61% от случаите с 

ТНКГ. Некрозата обикновено е локализирана в централната зона на тумора 
по типа на „географска” некроза. Освен обширни некрози се намериха и 
случаи с ограничени зони на некрози, ‘комедо” тип, както и участъци с 
хеморагично инфарциране. 

Гореописаните характерни морфологични особенности, позволяват 
разпознаване на ТНКГ на дебелоиглена инцизионна биопсия, поради 
характерната архитектура на тумора и зоните на некроза, които заемат 
голяма част от площта на биопсията-фиг.8. В нашето проучване 4 ТНКГ са 
диагностицирани и разпознати с метода на инцизионна биопсия, по 
характерната морфологична находка. 

 
Фиг.8.Дебелоиглена инцизионна биопсия -инвазивен карцином, NST, G3,  зона на коагулационна 
некроза оцв.H&E, А увeл 100x , Б-увел. 200x 

 
Дезмоплазия на стромата е намерена при 32 случая, представена 

като активна пролиферация от фибробласти. Формиране на фиброзни 
възли, особено в централните зони е установена в 51 случая от 
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ТНКГ(52.04%). Ангиоинвазивен растеж се намери в периферията на 
тумора при 48% от ТНКГ. 

По-честа се намери комбинацията високостепенен, G3 карцином и 
лимфоцитна инфилтрация и дезмоплазия в стромата на тумора p <0.001 
(фиг.9). Възпалителните инфилтрати бяха представени най-добре при 
медуларния карцином и тези с медуларна характеристика. Локализацията 
се намери както интратуморно и перилобуларно.  

 
Фиг.9.А Високостепенни ТНКГ-А-изразен полиморфизъм, фокални некрози, солиден модел на 

строеж.Липсват лимфоцитни инфилтрати в тумора. Б- Типичен медуларен карцином, изразен ядрен 
полиморфизъм, възпалителни инфилтрати в тумора. Оцв.H&E увел 200 x 

 
Фиг.10 А, Б  Високостепенен ТНКГ с медуларна характеристика -А-изразен полиморфизъм, и 
интратуморни възпалителни инфилтрати. В- лобул с перилобуларни възпалителни инфилтрати Г-
Лобулит и интратуморни възпалителни инфилтрати.  Оцв.H&E увел 200 x 
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Карциноми с обилна лимфоцитна инфилтрация (≥50%) с 
локализация в стромата или интраепително, установихме в 49 случая от 
изследваните 97 ТНКГ(50.51%). В 12 случая (12.37%) се установи умерено 
количество лимфоцити(до 50%). При останалите 36 случая (37.11%) 
липсваха лимфоцити в тумора (фиг.10). По-голямата част от ТНКГ, имащи 
обилно количество от ТИЛ, са локализирани предимно в стромата на 
тумора-при  25/49(51.02%) и по-рядко бяха намерени с интраепителна 
локализация -при 24/49 (48.87%).  

Патологично-образната корелация е важна и интегрална част в 
мултидисциплинарния подход за диагностиката на тази неоплазма. 
Класическите образни белези на КГ като спикули и калцификати рядко се 
намират при ТНКГ. Повечето от проучваните от нас случаи са представени 
като овална маса, с гладки очертания, без асоциирани калцификати в 
туморните клетки и в стромата. При скринингово мамографично 
изследване даже ТКНГ с големи размери могат да бъдат пропуснати, 
затова е препоръчително при изследване на високорисков контингент да 
бъдат използвани по-чувствителни методики като MRI. Поради 
експанзивният им начин на растеж, при ТНКГ е наложително те да бъдат 
оценявани в ДД план при образни находки с овални очертания като кисти, 
бенигнени лезии или абсцеси. В повечето от изследваните случаи на ТНКГ 
липсваха калцификати, локализирани в туморните клетки и в стромата, 
което е важен радиографски диагностичен белег. 

Описаните характеристики на туморната строма и начин на растеж 
водят до откриване на ТНКГ в по-напреднал стадии, когато лезията стане 
палпируема и пациентката има изявена клинична симптоматика. 

Най-чест морфологичен представител, в групата на ТНКГ се 
установи високостепенен инвазивен карцином с централна некроза, 
избутващ растеж и фиброзна пролиферация в стромата, което съвпада с 
литературните данни.  

Централната фиброза, която е честа находка в нашето проучване е 
важен рисков фактор, независим от митотичния индекс. Тя се дължи на 
процес на организация, в зоните на некрози. В стромата на G3 
карциномите по-често се установява интратуморна и перилобуларна 
възпалителна инфилтрация в паренхима на гърдата.  

Лимфоцитната инфилтрация има потенциал да стратифицира 
пациентите на различни групи, в зависимост от прогнозата при ТНКГ. 
Най-често ТИЛ са характерни за силно пролифериращите тумори и се 
свързват с добър отговор към проведена адювантна и неоадювантна 
химиотерапия. Имунитетът при ТНКГ е важен фактор за предвиждане на 
изхода на заболяването и отговорът към терапия и възможност за 
приложение на T-клетъчни check-point инхибитори с цел модулиране на 
имунитета при ТНКГ. ТИЛ могат да бъдат и таргет за терапия и 
възможност за подобряване на изхода от това заболяване.  
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Необходимо е да се стандартизира преценката на количеството на 
ТИЛ на рутинно оцветяване и да приложи този показател като биомаркер 
за прогноза и отговор към терапия. 

 
4.3.2. Проучване на хистопатологичната находка при инвазивни 

карциноми, т.нар. „специални” типове с тройно негативен фенотип  
 
В групата на ТНКГ се намериха различни специални типове 

карциноми, които са обединени от тройно негативния фенотип и от това, 
че водещ патогенетичен път при тях не е свръхактивацията на ER и HER 2. 

Специалните типове ТНКГ се намериха представени с отделни 
казуси, които са редки, с характерна морфологична находка, и създават ДД 
проблеми, в хода на диагностичния процес. 

 

 
 

Фиг.11. А- Тумор с обширна зона на централна некроза оцв. H&Е.(Б).Туморът е негативен за ER и 
HЕR 2 (фиг.В и Г) Д-ИХХ реакция с антитяло срещу CK 5/6, Е-ИХХ реакция с антитяло срещу 
Cyclin E 1. увел.400 x 
 
 

•  Карцином с централна некроза  
Един от тези случаи е инвазивен карцином с обширна зона на  

централна некроза, развил се у пациентка на 45 години. Макроскопски 
туморът се представи като унифокална туморна формация с експанзивен 
растеж с размери 2.5 cm. В центъра се установи жълтеникава зона на 
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некроза, заемаща над 30% от площта, отговарящ на критериите за 
карцином с централна и преобладаваща некроза.  

Хистологично тази централна, ацелуларна зона е заобиколена от 
жизнени, недиференцирани туморни клетки с минимална дуктална 
диференциация-т.е. липса на формиране на тубули, с тройно негативен 
фенотип-отрицателен за стероидни рецептори и HER2, с базалоиден 
фенотип-позитивен за EGFR и CK 5. Туморът показва и високо ниво на 
експресия на Cyclin E1(фиг.11).  

Карциномът с централна некроза е един от най-агресивните 
варианти на ТНКГ и е с характерна хистологична находка, която трябва да 
се разпознава и отбелязва в патологичния отговор. 

Друг случай на рядък морфологичен вариант в кохортата ТНКГ, 
който се намери е   

 
•  Инкапсулиран, солиден, папиларен, ТНКГ с базалоиден 

фенотип при 35 годишна,  бременна пациентка  
 

Макроскопски туморът се представя като кистична формация с 
размери 4/3.5/4 см с белезникаво-розов цвят.  

Микроскопски карциномът е разположен в кистична формация, 
изградена от фиброзна тъкан (фиг.14 А). Неоплазмата, локализирана в 
кистичното пространство, показва предимно солиден строеж с добра 
васкуларизация(фиг.12.В).  

Различават се папиларни формации, изградени от  фиброваскуларна 
строма и тапицирани с до 9 реда неопластичен епител. Туморните клетки в 
солидната зона са разположени в синцитиум, с недобра граница между тях, 
с овални и везикуларни ядра и лесно различими нуклеоли (фиг.12.Г). 
Намират се и зони с „комедо” некрози в паренхима на тумора (фиг.12.Д). 

 
Туморните клетки са групирани предимно около кръвоносни съдове 

с необилна фиброзна строма (фиг.12.Е). Интратуморно, между туморните 
клетки се намериха пръснати лимфоцити, заемащи около 30% от площта 
на тумора (фиг.13 А).   
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Фиг.12 А-Стена от фиброзна киста с тумор в кухината с папиларен вид. оцв. H&Е.Б-Връзка на 
туморните клетки със стената (Б). В-Солидна и папиларна архитектура  на тумора. Г- Карцином с 
медуларна характеристика. Д-„Мрежовидна” архитектура, зони на комедонекрози. Е-Концентрация 
на туморни клетки около кръвоносни съдове. Оцв.H&E ,увел 100x (А,Б, В, Д,Е) и 200x (Г). 

 
Фиг.13 А-Туморен паренхим със солиден строеж  и инфилтрати от интратуморни лимфоцити (А). 
оцв. H&Е.увел 200x. Б- ИХХ реакция с антитяло срещу ER. ИХХ – анти BRCA 1 (В). Г-
Имунооцветяване за анти CK 5. Д-Висока пролиферативна активност на тумора-Ki-67 ИХХ 
реакция. Е-ИХХ реакция с антитяло срещу p53.увел. 400x 
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Морфологичната диагноза е инкапсулиран/интракистичен 
карцином, солиден папиларен вариант, G3. С методите на ИХХ около 
зоната на кистата не се установи оцветяване за миоепителен слой от 
клетки. Поради липсата на позитивност за миоепителния маркер p63, беше 
отхвърлена диагнозата ДКИС. Не се намериха обаче и сигурни данни за 
инвазивен карцином, състоящи се в инвазия на фиброзната капсула от 
неопластични клетки. 

Поради развитието на неоплазмата в кистична формация, се прие 
диагнозата инкапсулиран карцином, като със сигурност се изключи ин 
ситу лезия. Липсата на ясна инвазия в стромата на гърдата и фиброзната 
капсула на лезията не позволява да се приеме концепцията, че карциномът 
е инвазивен. Такива случаи затрудняват патолога в рутинната ежедневна 
практика, с трудности в преценка на инвазията, проблеми с измерване на 
лезията, поради кистичните промени и невъзможност за екзактно 
стадиране на тумора.  

ИХХ изследване с антитела срещу ER, PgR и HER 2, показва, че 
туморът е с тройно негативен фенотип (фиг.13Б). Направеното 
допълнително оцветяване за CK 5 показва неговата принадлежност към 
групата на базалоидните карциноми, поради позитивността за този маркер 
(фиг.13.Е). Туморът е с негативна ИХХ реакция за BRCA 1, позитивна за 
p53 и с данни за пролиферативна активност в 50% за Ki-67. Негативното 
имунооцветяване за BRCA 1, би могло да се свърже с липса на синтез на 
нормален белтъчен продукт. Причината най-вероятно е мутация в BRCA 1 
гена. ИХХ реакция за p53 се намери позитивна за акумулация на 
патологичен мутантен протеин, което се асоциира с мутация на p53 гена.   

Младата възраст на пациентката, данните за обремененост от 
фамилната анамнеза, тройно негативният фенотип, характерната 
морфология за наследствен карцином, липсата на ИХХ реакция за BRCA 1, 
в  комбинация с имунопозитивност за p53, прави случая много вероятен за 
мутация на BRCA и подходящ за генетично изследване. 

Друг интересен случай от проучваните в групата на ТНКГ е рядък 
вариант на папиларните неоплазми - карцином, наподобяващ tall cell 
вариант на папиларен карцином на щитовидната жлеза, с тройно негативен 
фенотип. 
В тези случаи е необходимо да се прави ДД с метастаза от карцином на 
щитовидната жлеза. 

От т.нар. специални типове карциноми в изследваната от нас група 
на ТНКГ доминиращ дял заемаха медуларните карциноми. Класическият 
медуларен карцином в 4 тото издание на туморите на гърда на СЗО, е 
обединен с атипичния и инвазивните карциноми с медуларна 
характеристика, поради ниската репродуцируемост между патолозите. 
ТНКГ с типична медуларна характеристика в нашето проучване намерихме 
в 4 от  изследваните 97 случая. 
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Медуларният карцином на гърдата е рядък, специфичен подвид на 
инвазивен карцином, който се среща в по-малко от 1% от инвазивните 
карциноми и се характеризира с определена макроскопска и хистологична 
характеристика. От клинична гледна точка неговото разпознаване е 
значимо, тъй като той има относително добра прогноза и при липса на 
метастази в л. в. пациентите могат да останат без последващо адювантно 
лечение.  

В нашето проучване всички карциноми, които не отговаряха на 
стриктните критерии за поставяне на диагноза типичен медуларен 
карцином бяха поставени в групата на инвазивните карциноми, NST с 
медуларна характеристика и изразена лимфоцитна инфилтрация, които 
наброяват 12 и превишават честота на типичния медуларен карцином 
трикратно - фиг.14. 

 

 

Фиг.14 А, Б, В, Г Инвазивни карциноми, NST, G3,  с медуларна характеристика, изразена 
инфилтрация с лимфоцити.Карциномите са с ниска диференциация, проминентни нуклеоли, но 
показват инфилтративен растеж и не покриват критериите за типичен медуларен карцином. 
Оцв.H&Е.увел 200x 

•  Инвазивни  лобуларни карцином с тройно негативен фенотип  
 

В нашето проучване с тройно негативен фенотип се установиха 
само 2 лобуларни карцинома. Морфологично единият е с характеристика 
на плеоморфен ЛК. Туморите са изградени от дискохезивни клетки в 
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солидни повлекла. За разлика от класическия вариант на ИЛК неоплазмите 
показаха по-изразена целуларност, солиден начин на растеж и клетъчен 
атипизъм. Ядрата на туморните клетки са по-големи и показват по-
изразени вариации.  

Имунопрофилът на туморите включват тройно негативен фенотип и 
негативност за e-cadherin и показват обилна, еозинофилна цитоплазма в 
клетки, сходни с рабдомиобласти или такива с хистиоцитна морфология 
(фиг.15).  

 

Фиг.15. Плеоморфен лобуларен карцином, оцв.H&E.Дискохезивни плеоморфни клетки (А) с ядрен 
полиморфизъм; клетки  подобни на  рабдомиобласти (Б) оцв.H&E. увел.200x 

Вторият ИЛК е с морфологична характеристика на алвеоларен ЛК и 
с данни за апокринна морфология. Цитоплазмата е обилна и еозинофилна, 
леко гранулирана или светла. Ядрата са хиперхромни с изразена 
анизокариоза. При оцветяване за базални цитокератини и двата лобуларни 
карциноми се намериха негативни за CK5 и позитивни за AR, което ги 
поставя в групата на не-базалоидните ТНКГ. 

В диагностичен план случаите на ИЛК, когато те принадлежат към 
групата на ТНКГ помага негативното имунооцветяване за e-cadherin. 
Тройно негативните ИЛК показват различна морфологична находка, в 
сравнение с класическите варианти на ЛК, които в 98% са позитивни за 
ER. На първо място те са със солидна, алвеоларна архитектура и не 
показват класическо подреждане в корди.  

Тройно негативните ИЛК са с по-ниска степен на диференциация в 
сравнение с ИЛК, които най-често са от групата на Луминалните А 
тумори. Плеоморфният ИЛК е агресивен тумор с изразена склонност към 
рецидиви и по тази причина е необходимо е да се познават добре 
критериите за неговата точна морфологична диагностика. 
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•  Апокринен карцином  
 

Класически морфологичен вид на апокринен карцином се установи 
при 3 случая. Двата се намериха с морфология на дуктален и един-с 
характеристика на лобуларен карцином, негативен за e-cadherin. 
Хистопатологично при тези тумори се намери класическа апокринна 
морфология-изразена, обилна еозинофилна цитоплазма с апикални 
протрузии, грануларност и характерни големи и овални ядра с 
проминентни нуклеоли. ИХХ позитивност за GCDFP-15 и AR се намери и 
при трите случая на апокринен карцином-фиг.16. 

 

 
 

Фиг.16. Морфология на апокринен карцином.А- H&E оцветяване, увел 200x Б-имунохистохимична 
реакция с антитяло срещу GCDFP-15. увел. 200x. 

 
Поради еозинофилната цитоплазма при апокринният карцином се 

налага да се прaви ДД с грануларно-клетъчен тумор и ИХХ изследване  за 
цитокератини и S-100 протеин помага в тази насока. В ДД аспект може да 
се мисли и за онкоцитен карцином, който е рядка находка в гърдата. 
Имунната реакция с антитяло срещу GCDFP-15 при този вид карцином 
oбаче  е негативна. Друг специален тип на ТНКГ, наблюдаван в нашата 
група, е случай на секреторен или ювенилен карцином, който е 
нискостепенна неоплазма с добра прогноза.  

 
•  Метапластични ТНКГ 

  
От групата на изследваните ТНКГ, метапластичен морфологичен 

фенотип показаха общо 12 случая. От тях най-често срещан морфологичен 
тип се оказа източеноклетъчният морфологичен вариант. 

Източеноклетъчните карциноми, които преобладаваха в 
популацията от метапластични тумори, морфологично показваха дифузен 
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строеж, напомнящ на сарком. Туморите са изградени от атипични 
източени клетки, подредени в различни архитектурни модели като дифузен 
строеж, тип „рибена кост”, с подреждане на клетките като колело на 
каруца, напомнящ дерматофибросаркома протуберанс или най-често 
демонстрирайки смесени модели на строеж.  

Цитоплазмата е светла или базофилна. Високостепенните 
метапластични  карциноми макроскопски се характеризираха със зони на 
некрози и кръвоизливи (фиг. 17).  

Хистологичната находка включва солидна туморна архитектура от 
преплитащи се източени клетъчни елементи с умерен полиморфизъм. 

Попада се на множество митотични фигури, някои от които 
патологични (фиг.21). ИХХ тези тумори показват негативност за CK 
AE1/AE3 и позитивност за Vimentin (фиг.18).  

Другите имунооцветявания от фенотипа на тумора са негативност 
за ER, PgR, HER 2, e-cadherin, и позитивност за p53 протеина (фиг.18). 

  

 
 
Фиг.17. Макроскопски вид на high grade, метапластичен, източеноклетъчен карцином с тройно 
негативен фенотип, развил се на фона на сенилна, мастна инволюция на гърдата. 

 
Случаите след направените ИХХ оцветявания са приети за 

метапластичен, високостепенен, съставен предимно от източени клетки 
карцином, с епително-мезенхимна трансдиференциация (ЕМТ). 
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Фиг.18. Основен тумор оцв.H&E,увел 100x -,увел. 100x, Среда горе- HE-основен тумор,увел 400x 
клетките са с източеноклетъчна морфология и овални ядра.Горе дясно-Метастаза от карцинома в 
лимфен възел, оцв HE, увел.100x, Среда ляво -негативно имунно оцветяване за ER увел.400x и -HER 
2 увел.400x, среда - негативна имуннa реакция за e-cadherin.среда дясно -висока пролиферативна 
активност на тумора за Ki-67-индекс 85%. Долу ляво-позитивна  реакция за p53. увел.400x.среда 
долу -Туморните клетки са дифузно позитивни за Vimentin, увел.400x. Долу дясно-позитивно 
имунооцветяване за цитокератин тип HMW CK. увел 400x 

 
ЕМТ е морфологичен феномен, в основата на който стоят генетични 

промени, обуславящи променената морфология. При голяма част от ТНКГ 
двата тумор-супресорни гена Rb 1 и p53 са инактивирани. Rb 1 загубва 
способността за активация на ‘клетъчно остаряване’ и алтернативно 
активира клетъчна пролиферация, в условия на генетично нестабилни 
тумори. Загубата на pRb нарушава експресията на гена, отговорен за 
клетъчната адхезия -E-Cadherin. Нарушената функция на pRb и p53 
увеличава клетъчната пролиферация и резултира морфологично в 
индуциране на EMT. Хетероложната трансдиференциация в гореописаните 
случаи е доказателство за способността на туморния епител за фенотипна 
пластичност.  

Следователно, морфологичният фенотип не отразява хистогенезата,  
а процеса на дедиференциация, развиващ се в късен етап на генерализация 
на неопластичната лезия. 

Метапластичният карцином показва негативно имунооцветяване за 
повече от рутинно използваните цитокератини. Най-чувствителният 
маркер, които показва епителната природа при метапластичния карцином, 
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представящ се морфологично като сарком в нашия случай, се оказа  HMW-
CK- 903.  

За да се постави със сигурност диагноза метапластичен източено-
клетъчен карцином и да се направи точна ДД със сарком, трябва да се 
направи щателно изследване на различни зони от тумора и панел от CK и 
EMA. Доказателство за епителната природа на тумора е и 
разпространението му в регионалните л. в. 

Към високостепенните карциноми от групата на метапластичните 
принадлежи и плоскоклетъчен карцином, при който се налага да се прави 
ДД с метастаза от такава неоплазма в гърда. В нашето проучване 
установихме 2 плоскоклетъчни карцинома. И двата демонстрираха белези 
на кератинизация, което улеснява диагнозата. Туморните клетки се 
намериха пролиферирали около малки, кистични пространства с 
морфологични данни за кератинизация - фиг.19 Г. 

 

 
Фиг.19. Метапластичен плоскоклетъчен карцином на гърдата – А ,Б - Кистични пространства, около 
които се разполагат туморните клетки, оцв. H&E,увел 100x В, Г – Зони на кератинизация в тумора-
В и Г.оцв.H&E,увел 100x Зоните на кератинизация се представят  от типични, големи еозинофилни 
клетки с формиране на т.нар. „ракови перли”(фиг.60 Г,61,62 ) 

 
Други „специални” типове карциноми, които се намериха в групата 

на ТНКГ са два случая на метапластичен карцином с формиране на 
хондроиден матрикс. При матрикс-продуциращите карциноми с 
хондроиден матрикс, последният е вискозен и това обуславя нодуларния 
характер на лезията и експанзивният й  растеж. Хондроитин сулфатът и 
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киселите глюкозаминогликани са основни компоненти на този матрикс и 
обуславят базофилията като характерна оцветителна находка. 

Рядко са описани  нискостепенни, G1 TНКГ. В нашето проучване, 
вероятно поради неголемият общ брой на изследваните случаи, 
преобладаваха предимно high grade вариантите на метапластичните 
карциноми, които са с по-голяма честота в групата с тройно негативен 
фенотип.  

Най-чест в нашето проучване се оказа източеноклетъчният вариант 
на метапластичния кaрцином с тройно негативен фенотип.  

Често този тип се представя като нискостепенен сарком, представен 
от недобре кохезивни повлекла от клетки с източен вид, създаващи ДД 
проблеми. 

 

•  Аденоидно-кистични карциноми (АКК) 

В серията от 97 карцинома с тройно негативен фенотип, се 
установиха и два аденоидно-кистични карцинома. Морфологично се 
представят с инвазивни карциноми, съставени от относително униформена 
популация от малки клетки с базофилна цитоплазма и пролифериращи 
жлези- адено-компонента, псевдожлезиста, цилиндроматозна компонента и 
зони с изразена продукция на базално-мембранен материал.  

Повече от 30% от тумора  са със солидна архитектура и базалоидно 
подреждане в периферията на гнездата. Между епителната компонента се 
намира отложен ацелуларен, еозинофилен материал, подобен на базална 
мембрана. Не се откри ин ситу компонента и в двата случая.  

АКК карцином е епимиоепителиална туморна лезия, изградена 
предимно от миоепителни клетки или по-точно от клетки, показващи 
предимно миоепителна диференциация. И двата случая на АКК показаха 
базален фенотип-позитивни за CK5 и EGFR (фиг.20). 
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Фиг.20. АКК. А и Б-изразено отлагане на базалноподобен материал в стромата  оцв.H&E, увел. 
200x; В-имунооцветяване за CK5 и EGFR.увел. 200x 
 

•  Миоепителни карциноми с тройно негативен фенотип 
   

Два от изследваните от нас карциноми с тройно негативен фенотип, 
бяха с миоепителна морфологична и ИХХ характеристика. Туморите се 
състояха от пролиферирали епителоидни и източени клетки и зони на 
кръвоизливи (фиг.21А) които се разполагаха огнищно (фиг.21.Б), 
показвайки гнезден строеж около кръвоносни съдове, със зони на некроза 
(фиг.21.В). В единия от случаите се намериха участъци с инвазия на 
туморни клетки в кръвоносни съдове-ангиоинвазиен растеж (фиг.21.Г). 

Туморът е негативен за ER (фиг.24.Д) и PgR (фиг.21.E) при 
позитивни вътрешни контроли. Имунопрофилът на тумора включваше 
позитивност за CK АЕ1/АЕ3, p63 (фиг.21.Ж), негативност за CD34 
(фиг.21.З) дифузна, умерена имунопозитивност в цитоплазмата на 
туморните клетки за α-SMA и позитивност за CK 5 (фиг.21.И и Й). 
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Фиг.21. Миоепителен карцином с тройно негативен фенотип А- зони на кръвоизливи, Б-огнищно 
разположение на епителоидни и източени клетки, B-зони на некроза, Г-ангиоинвазивен растеж, Д- 
Негативен ER, E-PgR, Ж-имунопозитивност за p63, З-негативна ИХХ реакция за CD 34, И-
позитивност за  α-SMA,  Й - позитивност за CK 5. увел.100 

•  Невроендокринен карцином с тройно негативен фенотип   

Друг тумор от специалните типове с макроскопски експанзивен 
растеж в групата на ТНКГ за изследвания период се установи един 
невроендокринен карцином на гърдата. Хистологичната находка показва 
ограничен тип растеж на тумора, солидна и трабекуларна архитектура с 
псевдожлезисти формации и тенденция за периферна палисадност и 
формиране на розети. Около 80% от туморните клетки са позитивни за Chg 
A, което подкрепи диагнозата невроендокринен карцином. Няма приети 
критерии за градиране на карциномите на гърдата-т.е. дали грейдинга се 
формира от пропорцията на ендокринни структури, архитектурата на 
тумора, ядрения полимoрфизъм и брой митози. Според СЗО, карциномите 
с невроендокринна диференциация са по-малко от 1%. Според 4-тото 
издание на СЗО невроендокринна диференциация, като позитивност 
дефинирана хистохимично или ИХХ достига до 30% от инвазивните 
карциноми и по-често се среща при муцинозен B-тип карцином- 
хиперцелуларен вариант.  

До момента с представянето на толкова морфологично 
разнообразни варианти в групата на ТНКГ демонстрирахме 
интертуморната хетерогенност при тези неоплазми. Освен чистите ТНКГ в 
проучваните случаи се намери и хетерогенен тумор с предоминиращ 
ТНКГ, в съчетание с карцином с луминална диференциация.  

В заключение ТНКГ са тумори, които се характеризират с 
интертуморен и интратуморен хетерогенитет. Цитологично ТНКГ са 
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изградени от клетки с източена, фокално плеоморфна или базална 
морфология и зони на сквамозна метаплазия, синцитиален начин на 
архитектурен строеж и клетки с изразена, понякога еозинофилна 
цитоплазма. На следващата фигура се демонстрира интертуморния 
морфологичен хетерогенитет (фиг.22). 

 

 
Фиг.22.А-Инвазивен карцином, NST, G3, мрежеста структура. Б-Инвазивен лобуларен карцином, 
плеоморфен вариант, В- Инвазивен дуктален карцином, NST, G3 с  медуларна характеристика, Г- 
Аденоиднокистичен карцином с формиране на псевдолумени, Д-Метапластичен, вретеновиден 
карцином, Е- Инвазивен папиларен карцином оцв.H&E, увел.200 x 

 
Освен инвазивните, високостепенни дуктални NST карциноми, в 

нашето проучване се установиха и други морфологични видове ТНКГ от 
т.нар. специални типове карциноми. Такива са медуларните карциноми, 
метапластичните карциноми секреторен, АКК и папиларен карцином, 
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сходен с този на щитовидна жлеза, миоепителиални карциноми, които 
показват базалоиден имунофенотип. 

Инвазивните лобуларни карциноми също могат да експресират 
високомолекулярни CK, но по-често са негативни за тях, както ИЛК в 
нашето проучване, без да има убедителни данни, че на транскриптомно 
ниво принадлежат към групата на базалоидните неоплазми. 

 
4.4. Проучване на честотата и видовете преканцерозни лезии в 

групата на ТНКГ 
 
4.4.1. Ин ситу карциноми и атипична дуктална хиперплазия 
 
В проучваните от нас 97 случая на инвазивни карциноми на гърдата 

с тройно негативен имунофенoтип, само в 10 случая се установиха ин ситу 
карциноми (10.3%). Всичките ин ситу лезии се установиха от дуктален 
тип. При нито един от определените като ИЛК, не се установи ин ситу 
компонента. 

Седем от ДКИС бяха със солидна морфология - 4 G2 и три G3. 
Останалите три бяха определени като комедо варианти на ДКИС -два G2 и  
един G 3. При един от метапластичните карциноми - източеноклетъчен 
вариант се намери атипична дуктална хиперплазия. За разлика от ДКИС 
лезията се намери локализирана само в един канал и поради нейната 
ограниченост беше преценена като ADH/DIN 2.  

Друг тип намерена преканцероза в групата на ТНКГ е плоската 
епителна атипия-при 11 случая (14.28%). 

По литературни данни истинска преканцероза на ТНКГ е 
микрогландуларната аденоза. В серията от проучените ТНКГ установихме 
два случая с микрогландуларна аденоза, съчетани с тумор и един случай на 
микрогландуларна аденоза, атипична микрогландуларна аденоза и ТНКГ. 
Поради рядкостта на лезията и диагностичните проблеми, която тя може да 
създаде, трябва да се има предвид и да се търси активно и при 
установяване да се отбелязва в отговора на биопсията. 

 
4.5. Проучване  нa промяната в нетуморната тъкан при ТНКГ и 

морфологични аспекти на прогресията на ТНКГ 
 
4.5.1. Промени в съседната и не-неопластичната тъкан при 

ТНКГ  

От изследваните 97 случая на пациентки с ТНКГ данни за лобулит 
се намериха при 19 (19,58%) пациентки. Това възпаление е представено 
най-често в ТДЛЕ и в съседни на карцинома и ин ситу лезиите тъкани и се 
състои от зрели лимофоцити и единични плазматични клетки. Лобулитът 
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се намери по-често асоцииран с карциноми с медуларна морфология, в 
които се регистрира и изразена стромна реакция от лимфоцити. 

Освен данните за възпаление в не-неопластичната тъкан се 
установи и фиброзиране в стромата при 37 случая от ТНКГ (38.14%)-
фиг.23. 

 

 
Фиг.23.Хронично възпаление, състоящо се предимно от лимфоцити в периферията на тумора в 
лобули и ТДЛЕ, фиброза в стромата. оцв.H&E, увел 200 x 

 
Възпаление в лобулите от Т клетъчен тип в не-неопластичната 

тъкан, в близост до in situ или инвазивните карциноми, или в паренхима на 
гърдата са намерени при направени профилактични мастектомии, при 
пациенти с доказан висок риск за наследствен карцином. Наследственият 
карцином на гърдата с мутация в BRCA 1 гена, по-често се асоциира с 
медуларна морфология.  

Според литературните данни лобулитът може да се разглежда като 
маркер за наследствен, базалоиден КГ. При находка лобулит от Т клетъчен 
тип и без клинични и морфологични данни за диабетна мастопатия в 
гърдата (приличащи на келоид промени във фиброзната строма) за случаи 
с неизвестна фамилна история, се препоръчва генетична консултация.  

 

4.5.2. Морфологични аспекти на прогресията на ТНКГ  

От описаните случаи с ТНКГ преобладават тези с локални рецидиви 
(при 19 случая -19.58%) и висцерални метастази - при 20 случая-20.61%). 
Не при всички морфологично изследвани пациентки обаче, разполагахме с 
данни относно хода на заболяването и регистрираните събития като 
локални и/или далечни рецидиви. 

Клиничното поведение при метастази от ТНКГ и метахронен 
карцином на някой от висцералните органи е различно. Поради това, че 
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ТНКГ и в частност базалните карциноми са нискодиференцирани тумори, 
тяхната клинична и морфологична проява в случай на метастазиране във 
висцералните органи създава сериозни ДД проблеми и те могат да бъдат 
възприети като нискодиференциран карцином с първична локализация в 
съответния орган.  

За морфологично потвърждаване на метастаза от КГ се препоръчва 
използването на панел от биомаркери. Обичайно имунофенотипът, 
характерен за  КГ включва позитивност за CK7, GCDFP15, Мammaglobin, 
AR, ER и липса на експресия за CK20, TTF-1 и WT1. При анализираните от 
нас метастатични случаи ИХХ панел, препоръчван за верификация на 
първичните  КГ се оказа неефективен, поради факта, че липсва експресия 
за CK7; CK20; GCDFP-15, Mammaglobin, ER, PgR и HER 2. При ТНКГ, 
панелът включващ негативност за ER и HER2, позитивност за CK 5/6, и 
EGFR, може да бъде разширен с други базални маркери като CK 14, CK 17, 
Cav- 1,  2  и  p-cadherin.  

Практически полезно при разграничаване на висцерални метастази 
от ТНКГ и първични тумори, се оказа съчетаването на стандартния ИХХ 
панел за гърда с разширен панел за базални карциноми. 

От особена важност е информацията от анамнезата и възможността 
за съпоставяне на морфологията и експресията на ИХХ маркери в 
първичния тумор и подозираната метастаза. Макар и затруднено, 
разграничаването на метастазите от базален карцином на гърда от 
първични тумори със съответна локализация е възможно, на базата на 
подробен анализ на клиничните данни, данните от анамнезата, проведена 
образна диагностика, както и задължителен, обстоен преглед на предходни 
биопсични материали от първичния мамарен карцином и предполагаемите 
рецидиви и метастази, както и използването на широк диференциално-
диагностичен ИХХ панел от маркери за гърда.  

 
4.6. Проучване на лимфносъдовата васкуларизация на 

първичния тумор при ТНКГ и контролната група  
 
От всичките 179 изследвани пациентки, предоминиращи- 90 

(50.3%) се намериха силно позитивни за експресия на хормонални 
рецептори и негативни за HER 2, с пролиферативна активност под 15% за 
Ki-67 и бяха определени като Луминален А тип, 18 (10%) като Луминален 
Б тип, за които е характерно по-висока пролиферативна активност (Ki-67 
над 15%) и по-ниски нива на експресия на стероидни хормони (PgR под 
20%), негативен или позитивен HER 2 статус. Тридесет и шест (20%) бяха 
определени като HЕR 2 свръхекспресиращ и 35(19%) като ТНКГ. 

Проучването на лимфните съдове установи, че интратуморните 
лимфатици се намериха локализирани предимно във външната 1/3 от КГ, 
показващи предимно инфилтративен модел на растеж. Такива се 
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установиха от групата на Луминални A, Луминални Б и HER 2 
свръхекспресиращи типове карциноми. Туморите с експанзивен туморен 
растеж, каквито се намериха при повечето от ТНКГ се установиха с 
оскъдно количество на интратуморно локализирани лимфни съдове 
(фиг.24).  

 

 

Фиг.24.А) Луминален A тип КГ– наблюдава се предимно инфилтративен тип на растеж и 
прорастване около дукту-лобуларни единици (глави на стрелки) и около колабирали лимфни съдове 
(стрелки).Лимфните съдове в туморната периферия са запазени, неразличими по размер и 
морфология от нормалните лимфни съдове (контурирани стрелки) D2-40, 100x; В) HER2 
свръхекспресиращ карцином  с инфилтративен тип на растеж. Лимфните съдове са локализирани в 
туморната периферия (стрелки). Голяма част от тези лимфни съдове изглеждат по-малки от 
нормалните. ИХХ реакция за D2-40; 100x;С) ТНКГ–с експанзивен тип на растеж. В тумора не се 
откриват лимфни съдове. Перитуморните лимфни съдове са означени с контурирани стрелки D2-40; 
100x  

 
Лимфните съдове, разположени предимно в паренхима на тумора са 

приплеснати, докато тези, локализирани перитуморно са с нормална 
морфология или дилатирани. В 44 от случаите (25%), в лимфните съдове 
се установиха туморни емболи. В няколко от случаите ЛСИ беше 
наблюдавана във фронта на туморната инвазия.  При изследването на 
интратуморната лимфносъдова плътност (ИТЛСП) при отделните 
субтипове на рак на гърдата се установиха значими разлики във 
васкуларизацията между Луминален А и HER2 типове, Луминален  Б и 
HER2, както и между HER2 и TНКГ. Интратуморната релативна лимфно-
съдова площ (ИТРЛСП) демонстрира сигнификантни разлики при 
сравняването на Луминален А и HER2; Луминален Б и HER2. При 
останалите типове, включващ ТНКГ, разликите не се намериха  
статистически значими. 

Перитуморната лимфносъдова плътност (ПТЛСП) не показа 
статистически значими разлики между изследваните субтипове на КГ. 
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Най-изразена вътретуморна лимфоваскуларна плътност се установи, при 
HER2 свръхекспресиращи тумори, която е значително по-висока от тази 
при ТНКГ и Луминалните А и Б типове. Липсва разлика в стойностите на 
ПТЛСП при ТНКГ, сравнена с другите отделните типове карциноми на 
гърдата.  

Намаленият риск за аксиларни метастази, най-вероятно е следствие 
от предимно избутващия модел на растеж при повечето от тройно-
негативните карциноми. Избутвайки и притискайки нормалните 
перитуморни тъкани, ТНКГ могат евентуално да доведат до колапс на 
нормалните лимфни съдове, заедно с интерлобуларната строма.  

Резултатите от проучването са в потвърждение на теорията, че 
процесът на туморно метастазиране не е просто механичен транспорт на 
туморни клетки, а сложен многоетапен процес, зависещ от активността на 
молекулярните сигнални пътища и съдовата функционалност. 

Независимо от лошата прогноза пациентите с ТНКГ имат намален 
риск за метастазиране в аксиларните л. в. 

 
4.7. Проучване на имунофенотипа на ТНКГ в зависимост от 

моделите на експресия на цитокератини, базални биомаркери и 
маркери за мезенхимна и миоепителна диференциация 

 
4.7.1.Експресия на базален CK 5 в проучваната група ТНКГ  
 
В резултат на приложение на ИХХ реакция с антитяло, насочено 

срещу CK 5 се получи изразено цитоплазмено и мембранно оцветяване, 
общо при 40 случая от изследваните 71 ТНКГ, подбрани за ИХХ 
изследване (56.33%) (фиг.25,26). 

 

 
 

Фиг.25. А-Инвазивен карцином с медуларна морфология Б-Позитивно цитоплазмено и мембранно 
имунооцветяване на туморни клетки с CK 5.увел.А-100x Б-увел. 200x 



 

45 
 

 

56,33%

43,67% СК 5 позитивни

СК 5 негативни

 
Фиг.26. Разпределение на ТНКГ по типа на експресия за СК 5. 
   
Установихме, че ИХХ реакция за CK 5 в групата на ТНКГ показва 

различни модели на оцветяване. Някои от туморите демонстрираха 
дифузно имунооцветяване на всички туморни клетки. Тумори с над 70% 
имунооцветяване за базалния маркер CK 5 са приемани за хомогенно 
оцветени, от 6 до 69%-за хетерогенно оцветени и под 5% 
имунооцветяване-за негативни. Интересен беше и намереният модел на 
имунооцветяване-дифузно, в целия паренхим, с редуване на отчетливо 
позитивни и напълно негативни зони тип „шахматна дъска” и фокално 
имунооцветяване по типа на пръснати групи от единични или струпвания 
от клетки. 

 
 
Класификация на базалоидните ТНКГ в зависимост от начина 

на оцветяване за CK5  
Базалните карциноми, определени като имунопозитивни за CK 5, на 

база начин на експресия на CK 5, бяха разделени на карциноми с дифузна 
експресия на базалния маркер CK 5-т. нар. „същински или истински 
базални”. 

Другата група карциноми, при които се наблюдаваше хетерогенна 
експресия, с редуване на зони с негативно и такива с позитивно 
имунооцветяване  бяха класифицирани като базо-луминални ТНКГ. 

Разпределението на 45-те карцинома, определени като базални в 
зависмост от вида на позитивната експресия на CK 5 беше както следва: 
ТНКГ с хомогенно оцветяване за CК 5 се намериха общо 17 случая от 
(37.77%) (фиг.27), а с хетерогенен тип имунооцветяване - 28 случая 
(62.23%)-(фиг.28). 
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37,77%

62,23%

Хомогенно

оцветяване за СК 5

Хетерогенно

оцветяване за СК 5

 
Фиг.27. Разпределение на базалните ТНКГ по типа експресия за СК 5. 

 
Г 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Изразеното хетерогенно имунооцветяване се изразява в редуване на 
зони, негативни за имунооцветяване или фокално и огнищно позитивни за CK 
5. 

Поради характерния начин на имунно оцветяване за CK 5 тези 
неоплазми са приети за базо-луминален тип  карциноми.  

Процентът на оцветяване за базални CK при тях варира от 15-до 60%, 
със среден процент на оцветеност за базалния маркер CK 5 - 29 %. 

 

 
Фиг.28. А-Инвазивен карцином, NST, оцв.H&E, Б-ИХХ Фокална имунопозитивност за 
CK5, увел.-200x – Базо-луминален карцином. 

 
Туморите показващи дифузно, униформено оцветяване за CK 5 

показаха средно имунооцветяване в 85% (от 70 до 100%) и са приети са 
“същински” базалоидни карциноми в групата на ТНКГ. 
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4.7.2. Проучване на експресията на  EGFR в групата ТНКГ  
 
EGFR имунооцветяването е определяно в 4 степени, като 

тълкуването на резултатa е бинарен (негативни 0/- и 1+, и позитивни 2 и 
3+).  

В резултат на приложение на ИХХ реакция с атитяло, срещу EGFR 
се получи ясно изразено, цитоплазмено и мембранно имунно оцветяване, 
общо при 30 случая от 71 те ТНКГ - (фиг.29,30) (42.25%). 

 

42,25%

57,75%

EGFR позитивни

EGFR негативни

 
Фиг.29. Разпределение на ТНКГ по типа на експресия за EGFR. 

 
 

 
Фиг.30.А-Инвазивен карцином, NST, G3,  Б -Позитивно цитоплазмено и мембранно 
имунооцветяване на туморните клетки с антитяло, срещу ЕGFR - базален фенотип. увел.200x 

 
Коекспресията на двата базални маркера CK 5 и EGFR, които по 

методика са приети, че дефинират базалния фенотип, се установи общо в 
45 случая (63.38%). Комбинацията на експресията за всеки един от тези 
ключови биомаркери е представена на табл.5. 
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Табл.5. Разпределение на случаите по експресия за базални биомаркери -EGFR и CK5. 

 
Експресия на маркери Брой случаи 
EGFR +            CK5-  5 
EGFR-              CK5+ 15 
EGFR +            CK5+ 25 

Общо дефинирани като базални 45 случая от 71 изследвани 
 

От дефинираните като базалоидни ТНКГ, на база на експресия на 
единия или двата маркера, позитивни за EGFR са общо 24 случая и 21 са 
негативни. Чувствителността на ИХХ маркер за EGFR, за откриване на 
базалоиден фенотип се оказа 67%.  

Позитивни за CK 5 от определените като базални 45 случая, са 
общо 40 случая. Чувствителността на CК 5 е по-висока за откриване на 
базалоиден фенотип-89%. На базата на позитивност за един или двата 
маркера-EGFR и CK5 от изследваните 71 случая с методите за определяне 
на имунофенотипа 45 случая показаха позитивност за един или за двата 
маркера. 

 
 
4.7.3. Проучване на амплификацията на EGFR гена с метода 

FISH 
  
В проведеното от нас проучване изследвахме количествените 

промени на генните копия на EGFR с помощта на двойно-флуоресцентна 
проба  и техниката на ин ситу хибридизация (FISH), както и  експресията 
на протеина с ИХХ техника, в група от 29 подбрани случая на ТНКГ. При 
20 случая е установена липса на сигнали, поради ензимна свръхдигестия 
или недостатъчно фиксиран материал, в преданалитичната фаза и са 
изключени от оценяването като неинтерпретируеми. 

Повечето от туморите се намериха негативни за амплификация на 
EGFR - 26 случая в групата на ТНКГ(89.65%) (фиг. 31 А). При 10 случая 
(34.48%) се намериха данни за полизомия, без да е налице амплификация 
на EGFR гена (фиг.32 А). Всичките полизомични случаи са преценени като 
позитивни с ИХХ оцветяване- при 6 имунооцветяването е било 3+, а при  
останалите 4- 2+.  

С амплификация за гена на EGFR се намериха само 3 случая от 
селектираните на подходящи за извършване на FISH техника, общо 29 
случая (10,34%). От тях, 2 случая показаха ниско ниво на амплификация 
(фиг.32.Б) и само при един се установи високо ниво на амплификация с 
формиране на струпвания от генни копия на EGFR (фиг.33).  
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Фиг.31 FISH за EGFR без данни за амплификация EGFR FISH: Зелените сигнали са CEP7 (проба за 
центромери на хромозома 7);  оранжевите сигнали са LSI-EGFR (locus specific identifier, EGFR).  
FISH,  увел.200x 
 

 

 
 
Фиг.32. A- Случай ТНКГ с данни за полизомия, от 4 до 6 зелени сигнала за центромери на 
хромозома, стрелки 7. Б- Случай с данни за амплификация на EGFR гена - намножаване на 
оранжевите сигнали. FISH техника, увел.200x 
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Фиг.33. Случай с амплификация за EGFR гена с формирани големи струпвания oт оранжеви 
сигнали за EGFR генни копия. FISH техника, стрелки  увел.200x 
 

В нашето проучване базалодните ТНКГ показват увеличена 
протеинова експресия за EGFR -в 42.25%, a aмплификацията на EGFR гена 
беше намерена само в 10.34% . 

От проведеното изследване на количествените промени на генните 
копия на EGFR с помощта на двойна FISH установихме липса на 
амплификация за гена на EGFR. Най-вероятно EGFR генната 
амплификация, не е механизъм за активация и свръхекспресия на 
протеиновия продукт на EGFR гена. Полизомията за 7 ма хромозома в 
групата на случаите,  изследваните с двойна проба за EGFR гена с FISH, се 
оказа често явление и вероятен механизъм за свръхекспресия на протеина, 
което се установява с ИХХ техника. 

В нашето проучване установихме, че амплификацията на EGFR 
гена е много рядко събитие в кохортата на ТНКГ.Това налага прилагането 
на съответна таргетна терапия само на строго селектирани пациенти с 
амплификация или мутация на EGFR, които са редки генетични алтерации 
при пациентите с ТНКГ. 
 

4.7.4. Експресия на  базален CK 17 в проучваната група ТНКГ  
  

Освен CK 5 и EGFR, в проучването беше изследвана и експресията 
и на други базални биомаркери като цитокератини 14 и 17. В резултат на 
приложение на ИХХ реакция с антитяло, срещу CK 17 се получи 
цитоплазмено и мембранно оцветяване при 25 случая от всичките 71 
изследвани ТНКГ- (35.21%).  
От изследваните 45, дефинирани като базални карциноми, 21 са позитивни 
и за CK 14 (46.66% от базалните карциноми). Oт 26 те определени като 
небазални поради липса на експресия на един от двата маркера- CK 5 и 



 

51 
 

EGFR, за изследвания от нас маркер се намериха 3 позитивни за CK 14 
тумори (11.5%). 

Установи се статистически значима разлика в разпределението на 
експресията на CK 14 в двете подгрупи на ТНКГ-базална и небазална, с 
изразена по-честа позитивност при базалната група χ-квадрат с корекция 
на Yate’s =8.506 ; p=0.00035.  

 
4.7.5. Експресия на  базален CK 14 в проучваната група ТНКГ  
 
В резултат на приложение на ИХХ реакция с антитяло, срещу CK 

14 се получи цитоплазмено и мембранно имунооцветяване при 28 случая 
от ТНКГ (39.43%).  

Разпределението по подгрупи ТНКГ е както следва: от 
изследваните 45, дефинирани като базални карциноми, 26 се установиха 
позитивни и за CK 14 (48.9%).  

Oт 26-те определени като небазални, поради липса на експресия на 
един от двата маркера - CK 5 и EGFR се намериха само 2 тумора,  
имунопозитивни за CK 14 (7.69%). 

Установи се статистически значима разлика в разпределението на 
експресията на CK 14 в двете подгрупи на ТНКГ-базална и небазална, с 
изразена по-честа позитивност при базалната група-χ квадрат с корекция 
на Yate’s =15.27; p=0.0001.  

Фокално оцветяване за базални цитокератини по-често е установено 
при CK 17-при 10 случая (22.22%). Фокална позитивност  за CK 14 се 
намери при 8 случая (17.77%), и при CK 5 – само при 4 случая (8.88%). 

 
4.7.6. Експресия на луминални цитокератини-CK 8/18 в групата 

на ТНКГ 
Освен базалните цитокератини, си поставихме за цел да проучим 

експресията на ТНКГ и на някои луминални цитокератини. От 
селектираните за ИХХ изследване блокчета от 71 случаи, позитивни за CK 
8/18 се намериха голям брой случаи-общо 58 (81.69%)-фиг 34,35. 
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81,69%

27,40%

СК 8/18 позитивни

СК 8/18 негативни

 
Фиг.34. Разпределение на ТНКГ по тип експресия за CK 8/18. 

 

 
 
Фиг.35А-Позитивна вътрешна контрола и негативен тумор. увел 100x. Б, В и Г-ТНКГ, показващи  
силна и дифузна  позитивност за CK 8/18. Мембранна и цитоплазмена ИХХ реакция, увел. 200x 

 
Позитивността за луминалния маркер CK 8/18 е цитоплазмена като 

локализация и се намери разпределена вътрегрупово по следния начин: от 
определените 45 случая, като базални ТНКГ имунопозитивност за CK 8/18 
се намери при 34 тумора (75.6%). 

Имунопозитивност за луминалният биомаркер CK 8/18 се намери в 
голям процент от ТНКГ - при 24 от всички 26 небазални ТНКГ(92.3%). 
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Установи се статистически значима разлика в експресията за луминалния 
биомаркер между двете субгрупи на ТНКГ - базални и небазални - χ2=7.56; 
p=0.0060. Експресията на CK8/18 сe среща по-често в небазалните тумори 
в групата на ТНКГ. 

 
4.7.7. Експресия на селектирани маркери за мезенхимна и 

миоепителна диференциация в групата на ТНКГ 
 
Освен цитокератиновия профил на ТНКГ, си поставихме за цел да 

проучим и експресията на мезенхимния маркер Vimentin. 
 

 
Фиг.36. А, Б Силна цитоплазмена експресия в туморните клетки за Vimentin. ИХХ реакция, увел 
200x 

 
От селектираните 71 случая за ИХХ проучване позитивни за 

Vimentin се намериха общо 28 случая (39.43%) (фиг.36). Тези позитивни 
случаи са разпределени както следва-22 в базалоидната група от 45 случая 
(48.9%) и 6 от групата на общо 26 небазалоидни тумори (23.07%). 

Установихме и статистическа значима разлика в позитивността по 
отношение на маркера за мезенхимна диференциация Vimentin между 
двете групи в полза на по-изразена имунореактивност в базалоидната 
група. 

 
4.7.8. Експресия на маркера p 63 за миоепителна 

диференциация  
 
С цел изследване на миоепителна диференциация/произход на 

ТНКГ проучихме 71 карцинома и се намери позитивно, ядрено оцветяване 
само в 4 случая. Преди да се отчете позитивност на ядрената реакция при 
всички случаи е търсена позитивна вътрешна контрола в нормалните 
миоепителни клетки около ацините и каналите в ТДЛЕ (фиг.37А). 
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Оцветяването за p63 е със строго ядрена локализация, с умерена, 
или по-слаба интензивност в сравнение с нормалната контрола. В два от 
изследваните случаи то беше огнищно, но над 20% от общата площ на 
тумора и в останалите два случая - дифузно (фиг.37 Б, В, Г). 
Разпределението на тези случаи по субвидове беше съответно: един случай 
с небазален имунофенотип (негативен за CK 5, 14, 17 и EGFR) и един 
случай, позитивен за CK 5 и  EGFR, преценен като същински базален 
имунофенотип и два с хетерогенно имунооцветяване за p63. 

 

 
Фиг.37. A-Негативно оцветяване на туморните ядра за p63, при позитивна вътрешна контрола-
миоепителните клетки на ТДЛЕ са ядрено маркирани (стрелки).ИХХ реакция, увел 100x.Б-Силно, 
фокално оцветяване на ядрата на туморните клетки. В-Умерено оцветяване на 30% от ядрата на 
туморните клетки. Г-Силно и дифузно имунооцветяване на ядрата на туморните клетки за p63. ИХХ 
реакция, увел. 200x 

 
Освен гореописаните 4 случая от групата на ТНКГ, позитивен за 

p63 се намери и миоепителен карцином, представен подробно в главата за 
морфологично проучване на ТНКГ. 

 
4.7.9. Проучване на експресията на ТНКГ за  c-KIT 

 
От проучените 71 случая на ТНКГ, селектирани за ИХХ изследване,  

позитивни за C-Kit (фиг.42) се намериха общо 30 случая (42.25%). Те са 
разпределени по групи, както следва - 23 в базалоидната група от 45 
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тумора (51.1%) и 7 са позитивни в групата на небазалоидните карциноми с 
тройно негативен фенотип-26.9%-фиг.38. 

51,10%

26,90%

22%
Базалоидни С-Kit

позитивни

Небазалоидни С-Kit

позитивни

С-Kit негативни

 
Фиг.38.Разпределение на карциномите по позитивност на c-kit. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Фиг.39. А-Инвазивен АКК на гърда, оцв.H&E,увел.100x B-Дифузно и хомогенно  цитоплазмено и 
мембранно имунооцветяване на туморни клетки с антитяло, насочено срещу c-KIT.увел.А, Б-увел. 
100x 

 
Установи се статистически значима разлика в разпределението на 

позитивността за CD 117 в двете субгрупи ТНКГ - базални и небазални. 
Двукратно по-често, позитивни за KIT се оказаха тумори от групата 

на базалните карциноми (χ2=3.951;p=0.0468). И трите АКК с тройно 
негативен и базален фенотип се оказаха копозитивни и за c-KIT (фиг.39). В 
резултат на проучването на експресията на ТНКГ за c-KIT установихме 
висока честота на експресия на биомаркера в групата на ТНКГ, като 
позитивност се намери при всички случаи на АКК. 
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Съгласно каталога за експресия на човешките цитокератини, 
базалните цитокератини представляват високомолекулярни протеини, 
които се намират експресирани в базалните слоеве на стратифицирания 
епител. В гърдата те се позитивират предимно в базално локализирания 
миоепителен слой и в малка пропорция в луминалния жлезист епител. 

Двоякото значение на термина базалност води до объркване, поради 
факта, че в повечето случаи той се интерпретира като белег на произход на 
тумора от миоепителни клетки. Това обяснение за произхода на базалните 
КГ обаче не е достатъчно.  

Всички миоепител-специфични протеини, които се използват за 
дефиниране на миоепителен произход или диференциация, всъщност са с 
тумор-супресорни характеристики. В нашето проучване експресията за 
миоепителна диференциация се намери само в изолирани случаи в групата 
на ТНКГ, изследвани с ИХХ панел, за проучване на фенотипа на 
карцинома. Това поставя под съмнение твърдението, че този тип 
карциноми произлизат от миоепителни клетки. По-скоро се налага 
обяснението, че при някои изолирани случаи е налице способност на 
неопластичните клетки за диференциация към тази линия. С това се 
обяснява много ниската честота на позитивност за маркера за миоепителна 
принадлежност - p63.  

Придобитата пластичност на някои типове прогениторни клетки 
може да бъде активирана по време на туморогенезата, което означава, че 
фенотипът-морфологичен или ИХХ, не отразява хистогенезата на тумора.  

Коекспресията на  базални и луминални маркери, подкрепя 
хипотезата, че ТНКГ не произлизат от базалните/миоеопителни клетки, 
поради факта, че луминалната експресия не е характерна за тези структури.  

Хетерогенната базална цитокератинова експресия е феномен, които 
се наблюдава в базо-луминалните тумори и показва характерен 
патогенетичен механизъм на канцерогенеза. Същият еквивалент, доказан 
на експериментални модели, показва активация на различни онкогенни 
сигнални пътища, които водят до хетерогенна експресия на различни CK-
базални или луминални или до експресия само на базални или само на 
луминални интермедиерни филаменти. 

По-голяма част от проучените 71 ТНКГ в 63.38% в нашето 
изследване се установиха базални и останалите 36.61% са не-базални. 
Преобладаващи са данните в литературата, че базалният и ТНКГ, 
определени с методите на генното профилиране или с ИХХ техника са 
неоплазми с неблагоприятен клиничен ход. В описаните от нас два случая 
на АКК и двата се оказаха с тройно негативен и същински базалeн 
фенотип, определен с  позитивност за двата маркера-CK 5/6 и EGFR.  

Няма международно приет маркер, които да е заместител на 
микроарей-базираното определяне на базален фентип, както няма и 
общоприета граница за ИХХ позитивност, вероятно поради използването 
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на тъканни микроцилиндри в проучванията. Поради факта, че в нашето 
проучване намерихме зони с фокална позитивност, специално за CK 17 и 
CK 14 преценихме, че методът на големите срези е по-адекватен, когато се 
проучва чувствителност на маркер, дефиниращ базалност. Базалността от 
гледна точна на ИХХ може да се разглежда и като програма, 
незадължително обхващаща всички клетки на неоплазмата. Феноменът 
базалност е репродуцируем, без да се търси явление за хомогенност на 
експресията за базални цитокератини. 

Поради гореописаните причини е необходимо да се прилага 
интегративен подход в диагностиката на карцинома на гърда-да се има 
предвид като клинично значимо не само базалния имунофенотип, а  
комбинацията от морфология, грейд, стадии на заболяването и 
имунофенотип на тумора. 

 
4.7.10. Проучване на експресията на p-cadherin в групата на 

ТНКГ  
От всичките изследвани ТНКГ позитивни за p-cadherin се намериха 

общо 49 случая (69%). Oт дефинираните като базалоидни карциноми 45 
тумора в групата на ТНКГ, 39 случая се намериха имунопозитивни за p-
cadherin (фиг.40). 

 
Фиг.40. А и Б – Изразена имунопозитивност за p-cadherin в базални карциноми 

с тройно негативен фенотип. Мембранно и цитоплазмено оцветяване ИХХ реакция. 
увел.200x  

От тези 39 случая, почти всичките се намериха копозитивни и за CK 
5. Само един позитивен за CK5 случай е негативен за p-cadherin. 
Позитивността варираше от силна до умерена, локализиранa мембранно 
или цитоплазмено в туморните клетки. 

Установи се статистически значима корелация между експресията 
на базалния маркер CK5 и тази на p-cadherin. Fisher exact test е със 
стойност на p<0.0001; χ2, изчислен с корекция на Yate’s е със стойност 
=28.612 и p =0.0001.  
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Експресията на p-cadherin предоминира в субгрупата на 
базалоидните ТНКГ. Този биомаркер покaзва аберантна експресия в малък 
процент, предимно високостепенни карциноми в общата популация  на КГ. 
В групата на ТНКГ обаче, неговата експресия е значителна - в нашето 
проучване тя достигна до 69%. В този смисъл тройно негативните мамарни 
карциноми могат да се разглеждат като обогатена кохорта за аберантна 
експресия на p-cadherin. 

По отношение на значението му като базален маркер, резултатите 
от всички проучвания показват, че той е надежден базален маркер, който в 
панел с други, като CK 5 може успешно да идентифицира базален фенотип 
на КГ, както се установи и в нашето проучване. Намираме за уместно 
добавянето на p-cadherin към панела от надеждни маркери за 
идентифициране на базален фенотип при ТНКГ. 

 
4.7.11. Проучване на експресията на Caveolin -1 в групата на 

ТНКГ  
 
В резултат от приложението на антитяло, насочено срещу Caveolin -

1(Cav-1) се получи силно и умерено по интензивност имунооцветяване в 
цитоплазмата и мембраната на нормални базални структури в гърдата. 
Имунооцветяването за Cav-1 в туморните клетки се установи мембранно и 
цитоплазмено, вариращо от интензивно, умерено и слабо, дифузно или 
фокално. В стромата също се намери оцветяване на нормални структури 
като кръвоносни съдове, мастна тъкан и стромални фибробласти. 

При позитивните случаи в стромата, оцветяването се намери 
дифузно, силно или умерено, локализирано във фибробластите. 
Оцветяването за кръвоносни съдове и aдипоцити използвахме за вътрешна 
контрола на маркера - фиг.41. 

 

 
 

Фиг.41. А, Б- Изразена имунопозитивност в стромалните фибробласти за Cav-1. (Б).Туморните 
клетки са негативни. ИХХ увел. 100x. 
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Практически всички изследвани небазални ТНКГ са негативни и за 
Cav-1, сравнени с близо 2/3 позитивни тумори от групата на базалните 
ТНКГ (фиг.42). 

 

 
 

Фиг. 42. А, Б- Имунопозитивност на туморните клетки за Cav-1. Оцветени са мембраната и отчасти 
цитоплазмата на туморните клетки. ИХХ реакция с антитяло срещу Cav-1 увел. 200x. 
 

Установи се статистически значима разлика в експресията на Cav-1 
при изследваните групи. Разпределението на позитивността на Cav-1 в 
съответните групи, е показано на табл.6. 

 
Табл. 6. Разпределение на експресията на Cav-1 по подгрупи на ТНКГ. 
 

       Базален фенотип        Небазален фенотип 
Cav-1 негативен 15(21.12%) 25(35.21%) 
Cav-1  позитивен 30(42.25%) 1 (0.01%) 

 

Установи се статистически значима разлика в експресията на 
Caveolin -1 в туморните клетки в групата на базалните и небазалните 
ТНКГ– χ2 – непараметричен тест) χ2 =7,05, Df=1, p=0,0079. 

 
Отчитане на експресията на стромалните фибробласти в 

тумора 
 
От изследваните с методите на ИХХ 71 случая на ТНКГ при 19 от 

групата на базалоидните карциноми се намери загуба на Cav-1 експресия  
От подгрупата на 26 те определени на базата на липса на 

експресията за EGFR и CK 5 небазални карциноми, 7 показаха липса на 
експресия за Cav-1 в стромалните фибробласти.  

Не се установи обаче, статистически значима разлика в загубата на 
имунопозитивност в стромалните фибробласти в двете групи. Установява 
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се тенденция по-често тази загуба да се наблюдава в групата на 
базалоидните типове ТНКГ. 

Експресията на Cav-1 в нормалните, неракови тъкани се намери 
локализирана предимно в базалните/миоепителни клетки на дукту-
лобуларната система на гърдата, както и в ендотелни клетки, фибробласти 
и адипоцити от стромата на жлезата. Това прави Cav-1 добър маркер за 
идентифициране на миоепителни клетки. Съгласно получените резултати 
от нашето проучване, Cav-1 експресията при КГ сигнификантно се свързва 
и с позитивността за базалност и може да допълни панела за базални 
биомаркери. 

Важен е фактът, че Cav-1 експресията се асоциира с базалоидния 
фенотип при спорадичен и наследствен ТНКГ. Липсата на оцветяване на 
луминалните структури на гърдата в нормални условия за Cav -1 и 
изразената му експресия в миоепител и други структури, прави Cav-1 
евентуален кандидат за миоепителен маркер. Намерената експресия и в 
други структури като адипоцити, ендотелни клетки и стромални 
фибробласти, прави този маркер чувствителен, но неспецифичен за 
миоепител. 

Нашето проучване потвърди съществуващите литературни данни, 
че експресията на Cav-1 при карциномите на гърдата категорично се 
асоциира с “базалоидния” имунофенотип.  

Съществува връзка между експресията на Cav-1 с експресията на 
базални маркери и липсата на позитивност на стероидни рецептори. 
Същинският базалоиден и базо-луминалния фенотип в нашето проучване 
са най-честите и най-често позитивните за Cav -1 сред различните 
фенотипове КГ. 

Уместно е, експресията на Cav-1 да бъде отчитана като характерна 
за този субтип и той да бъде добавен към разширения панел за 
имунофенотипизация на базалоидния тип карцином за нуждите на 
рутинната диагностика. 

Стромата в тумора е подложена на ремоделиране на структурата 
като сложна система от клетъчни структури, които си взаимодействат с 
туморния паренхим и помежду си и които не са статична величина. В 
нашето проучване не установихме статистически значима разлика в 
имунофенотипа на туморната строма при различните субтипове на КГ. 
Изглежда, че загубата на позитивността на стромните фибробласти или 
запазената позитивност за Cav-1, не е само функция на субтипа КГ, а е по-
комплексен и динамичен процес, които заслужава да бъде проучен на 
молекулярно ниво при повече случаи, с проследяване на преживяемостта 
за различните видове стромален фенотип за Cav-1. Необходими са 
обширни ретроспективни проучвания за уточняване на прогностична роля 
на загубата на фибробластната стромална експресия на Cav-1. 
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Туморната експресия за Cav-1 може да бъде потенциален 
биомаркер за идентификация на базален фенотип, в допълнение към 
приетите EGFR и CK 5/6.  

Загубата на имунооцветяването на стромалните фибробласти е 
важен прoгностичен фактор за рецидиви и това прави Cav-1 потенциален 
клиничен биомаркер. Тази промяна в парадигмата по отношение на 
значението на туморната строма е важна стъпка в разбирането на 
биологията на рака и към таргетирането и като терапевтична опция. 

 
4.8. Проучване на характеристиките на ТНКГ по отношение на 

експресия на p53, Cyclin E1,  Кi-67 и андрогенови рецептори  
 
4.8.1. Проучване на експресията (акумулацията) на мутантния 

протеин на P53 гена 
В резултат на приложената ИХХ реакция в групата на 71 случая на 

ТНКГ, селектирани за ИХХ изследване позитивност за имунооцветяване в 
ядрата на туморните клетки за p53 се намери в 40 случая (56.33%) (фиг.43).   

 
Фиг.43. А- Негативно имунооцветяване на туморните клетки за p53. Демонстрирана е характерната 
морфология на ТНКГ-лентовидна архитектура, обширни зони на некроза. Б-Позитивнo 
имунооцветяване за акумулация на мутантен протеин в ядрата на туморните клетки за p53, при 
тумор със сходна морфология. ИХХ увел. 100x. 

 
Разпределението по групи е както следва-32 от групата на 45 те    

базалоидни (71.11%) и 8 в групата на 26 те небазалоидни (30,75%). 
Установи се статистическа значима разлика в разпределението на 
имунопозитивността на мутантния протеин, определен с метода ИХХ в 
двете групи на ТНКГ-базалоидни и небазалоидни. По-честа акумулация за  
мутантния p53 протеин се установи в групата на базалоидните ТНКГ(χ2= 
12.731, p=0.0004). 

Негативната реакция на p53 е приемана за нормален статус на 
тумор-супресорния ген, като се имаше предвид вероятността някои 
делеции, водещи до липса на синтеза на белтък да бъдат тълкувани като 
нормален имунофенотип на тумор супресорния ген. В групата на ТНКГ 
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акумулацията на патологичен протеин в ядрата на туморните клетки за p 
53 е често срещано явление в групата на базалните карциноми, определени 
с метода на ИХХ.  

По литературни данни при базалоидния карцином на гърдата 
мутациите в TP 53 са често срещано събитие. Тумор супресорният ген 
ТP53 притежава инхибираща функция спрямо клетъчната пролиферация, 
като по този начин потиска развитието на туморния процес. Отпадането на 
тази функция се наблюдава при много тумори, включително при ТНКГ. 
При нормални условия P53 сигналния път е неактивен, ‘‘ в режим на 
готовност’’. Активирането настъпва при клетъчно увреждане и се 
осъществява по различни регулаторни пътища.  

Осъзнавайки недобрата корелация между мутационния статус и 
ИХХ находка на p53, е необходимо да се проучи значението на добавянето 
в ИХХ панел за базалоидни карциноми и p 53. Заслужава  да се проучи и 
клиничното значение на обогатяването на панела с други биомаркери като 
HER 3, HER  4, ЕRβ  и AR.   

 
4.8.2. Проучване нивото на експресия на Cyclin E 1 в групата на 

ТНКГ  
 
В резултат от приложението на ИХХ метод с антитяло, насочено 

срещу Cyclin E1 се получи умерено и интензивно по интензитет ядрено 
имунооцветяване предимно на туморните ядра и отчасти в цитоплазмата 
на туморните клетки - (фиг.44). 

От всичките изследвани с метода на ИХХ 71 тумори, позитивни за 
Cyclin E1 се намериха 32 (45.07%), а негативни - 16 (22.53%).  

 

 
Фиг. 44. А- Ниска имунопозитивност на туморните клетки за Cyclin E 1-под 50%.Б-Силно и над 50% 
оцветяване на туморните клетки за Cyclin E 1. ИХХ A-увел. 200x 
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Разпределението на експресията на Cyclin E по групи е показано на 
табл.7. 

 
Табл. 7. Разпределение на експресията на Cyclin E1 по подгрупи на ТНКГ 

 

Cyclin E1 Базални ТНКГ Небазални ТНКГ  
Негативен 16 (22.5%%) 23 (32.34%%) 
Позитивен 29 (40.4%) 3 (4.22%) 

 
Позитивни, с експресия над 50% за Cyclin Е 1 са предимно 

карциномите с установен базален фенотип. Установи се статистически 
значима разлика в експресията на Cyclin E1 при изследваните групи. 

Непараметричният тест χ2, с корекция на Yate’s  показва стойност 
χ2 =16.555, Df=1, p<0.0001. Според  Fisher exact test, стойността на p е 
статистически значимо-p<0.0001. Намери се и статистически значима 
корелация в експресията на Cyclin E1 и експресията на р53 (χ2 – 
непараметричен тест) χ2 =8.265, Df=1, p=0.004. 

 
При КГ нарушението на регулацията на Cyclin E–асоциираната 

киназна активност води до свръхекспресия на Cyclin E и загуба на циклин 
зависимата киназна инхибиция, по пътя на мутация на p53, която 
резултира до генетична нестабилност и клетъчна пролиферация на 
неоплазмите с тези генетични алтерации. По литературни данни 
свръхекспресията на Cyclin E 1 се асоциира с мутации на p53 гена, както 
установихме и в нашето проучване. Свръхекспресията на Cyclin E 1 се 
обяснява със загубата на контрола от мутантния p53. 

Свръхекспресията на Cyclin E 1 и Ki-67 в генетични нестабилни 
тумори води до бърза клетъчна пролиферация на първичния тумор. 
Неговата свръхекспресия е и предиктор и за евентуални BRCA 1 мутации. 

 
4.8.3. Проучване нивото на експресия на Кi-67  в групата на 

ТНКГ  
 
В резултат на приложението на ИХХ реакция се получи 

имунооцветяване в различен процент от ядрата на туморните клетки 
(фиг.45). 

Преобладаваща част от ТНКГ показаха висока пролиферативна 
активност в първичния тумор (над 14% оцветеност на туморните ядра). 

От проучените общо 71 случая на ТНКГ с метода на ИХХ, 49 
случая се установиха с високи нива на пролиферация на тумора, определен 
с метода на изчисляване на пролиферативната активност за Ki-67 (69.01%). 
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Разпределението по групи е както следва-от 45 те случая на базални  
карциноми в 36 случая (80%) се намери висок пролиферативен индекс на 
Ki-67. 

В половината случаи от небазалните карциноми - 13 от 26, се 
намериха данни за изразена пролиферативна активност на първичния 
тумор (50%). Установи се статистически значима разлика в 
пролиферативната активност между двете подгрупи на ТНКГ-базални и 
небазални. 

 

 
Фиг.45. А-Под 15%  имунопозитивност на туморните клетки за Ki-67. Б-Силно и дифузно 80% 
имунооцветяване на туморните клетки за Кi-67 1. ИХХ -увел. 200x 

 
По-активни по отношение на пролиферацията се оказа групата на 

базалните ТНКГ. 
Пролиферативният маркер Ki-67 е общоприет прогностичен и 

предиктивен фактор при ранен карцином на гърда. 
Високопролиферативните тумори отговарят добре на химиотерапия. 
Aктивацията на пролиферативните гени са показател за повишена 
чувствителност към цитостатици-антимитотични агенти, като paclitaxel и 
docetaxel. Този феномен е близък по биологически смисъл до парадокса на 
ТНКГ, според който ТНКГ имат лоша преживяемост, независимо от 
първоначално добрия отговор към лечение. 

С методите на генното профилиране за базалните карциноми се 
установи характерната свръхекспресия на пролиферативни гени. Тази 
характеристика на ТНКГ се доказва и с метода на ИХХ с помощта на 
пролиферативния индекс. Moже би високата пролиферация е причина този 
вид неоплазми да са хемочувствителни. 

Важно е да се подчертае, че не всички ТНКГ показват висока степен 
на пролиферация за Ki-67. В групата на ТНКГ има  нискостепенни тумори, 
както и такива с нисък пролиферативен потенциал. Това още веднъж 
демонстрира хетерогенността на ТНКГ.  
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Нивото на експресия на Ki-67 може да се разглежда като ценен 
биомаркер за предвиждане на рецидиви при пациенти с КГ,  включително 
и в групата наТНКГ. По данни от съвременни проучване Ki-67 е и 
предиктор на пълен патологичен отговор за неоадювантна химиотерапия. 

 
4.8.4. Проучване нивото на експресия на АR в групата на ТНКГ  
 
В голяма част от случаите КГ е изключително хормонално 

чувствителен тумор. В нашето проучване си поставихме за цел да проучим 
експресията на AR , които са свързани  е естрогеновите, при тумори с 
липса на ER α и PgR.  

В резултат от приложението на ИХХ реакция с приложение на 
антитяло, срещу AR се получи различна по интензивност имунна реакция в 
ядрата на туморните клетки и в нормални структури на гърдата-(фиг. 46). 

 

 
Фиг.46. А,Б. ИХХ реакция с антитяло, насочено срещу AR, позитивна вътрешна контрола (А).увел 
100x 
 

Позитивност за AR установихме общо в 29 от изследваните 71 
случая (40.84%).Те са разпределени съответно - 23 позитивни тумори от 
небазалния фенотип и само 6 позитивни от групата  на базалния карцином 
–(фиг.47). 
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Фиг. 47. Разпределение на случаите ТНКГ по ИХХ реакция за AR.  
 
И трите случая с апокринна морфология на тумора се установиха 

позитивни за AR. Установи се статистически значима разлика в 
експресията на АR при изследваните групи. Значителна част от 
небазалните ТНКГ експресират AR-32.39%. Същевременно, само 8.4% от 
туморите с базален фенотип експресират андрогенови рецептори. AR се 
намери негативен в голяма част от базалните тумори - в 55% от и в 8.4% 
позитивен. 

От 45 те базални карциноми на базата на типа експресия за базален 
цитокератин бяха определени 17 като същински базални и останалите 28-
базо-луминални - фиг.48. 

 
  
 
Фиг.48.Разпределение на случаите ТНКГ по ИХХ реакция за AR. в групата на 

базалните карциноми. 

Общо случаи 
71 

AR позитивни-
29 

40,84% 

AR негативни-
42 

59,16% 

Небазални AR 
позитивни-23 

32,39% 

Базални AR 
позитивни-6 

8,45% 

Базални AR негативни-
39 

55% 

Небазални AR 
негативни-3 

4,22% 

Базални 
карциноми-45 

Същински 
базални-17 

Бaзолуминални- 
28 

AR позитивни-2 
11,76% 

AR негативни-15 
88,23% 

AR позитивни-4 
14,28% 

AR негативни-24 
85,71% 



 

67 
 

В групата на 17 те карцинома, определени като същински базален 
подтип разпределението на експресията на AR е както следва: само при два 
случая се намери позитивност (11.76% от същинските базални), а при 
останалите 15, AR показа негативно имунооцветяване (88.23% от 
същинските базални карциноми). От 28 те базолуминални карциноми, 
позитивен AR се намери в 4 случая (14.28% от базолуминални) и в 24 – 
негативен андроген-рецепторен статус (85.71% от базолуминални 
карциноми). Малко по-честа се намери експресията за AR при 
базолуминалните карциноми. Най-изразена позитивност за андрогенов 
рецептор се намери при небазалния фенотип - 32.39%. Само в 4.22% е 
установен негативен фенотип за AR. Истинските базални карциноми, 
показаха експресия и за AR само в единични случаи.  

Разпределението на експресията на AR по подгрупи на ТНКГ е 
демонстрирано в табл.8 .  

 
Табл. 8. Разпределение на експресията на AR по подгрупи на ТНКГ 
 

       АR Базален фенотип ТНКГ Небазален фенотип ТНКГ 
Негативен 39 (55%) 3 ( 4.22%) 
Позитивен 6 ( 8.4%) 23 ( 32.39%) 

 
Методът на Fisher exact test, показва, че разликата е статистически 

значима; p=0,0001. χ2 с корекция на Yate’s. за p 53 χ2 =35.448, Df=1, 
p<0,0001. 

Копозитивни за EGFR и AR от групата на ТНКГ се оказаха 9 случая 
(12.68%) от изследваните ТНКГ. Негативни за двата маркера са 18 случая, 
а останалите 44 случая са позитивни само за единия от двата изследвани 
биомаркера. При случаите с експресия на AR по-често се наблюдава липса 
на експресия на EGFR.  

Открива се статистически значима връзка между експресията на 
EGFR и AR  χ2 =4,77 Df=1, p= 0,029 (Fisher’s exact test two – tailed - 
p=0,033) (табл.9).  

 
Табл.9.  Отношение на експресията на EGFR към експресията на AR. 

 

        AR          EGFR негативен         EGFR позитивен 
              негативен 18 (25,35%) 21 (29,58%) 
              позитивен 23 (32,39%) 9 (12,68%) 

Експресията на ЕR е общоприет маркер в рутинната клинична 
практика като прогностичен и предиктивен фактор по отношение на 
ендокринната терапия. Значението на другите ендокринно-свързани 
сигнални пътища, като AR не са достатъчно проучени. Независимо от 
увеличаващите се доказателства за значението на AR като потенциален 
прогностичен и предиктивен фактор, механизмите на неговото действие и 
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взаимодействието му с другите гени и сигнални пътища не са точно 
идентифицирани. 

AR се екпресира във висок процент при ин ситу и инвазивните 
карциноми на гърдата - над 70% и се асоциира предимно с позитивност за 
ER, но в 10-15% се установява и при ТНКГ. Позитивността за AR се 
асоциира с по-напреднала възраст в момента на дигнозата, по-малък 
размер на тумора, по-добре диференциран тумор, по-ниска пролиферация 
и позитивност за хормонални рецептори.  AR се съчетава често и със 
свръхексппресия на HER2.  

Aндрогеновият рецептор е благоприятен, независим прогностичен 
фактор за свободния от рецидиви период и по-добър отговор към 
ендокринна терапия при ER позитивните тумори. 

В групата на апокринните тумори, дефинирани като ER негативни и 
позитивни за AR и HER2, се наблюдава тенденция към по-лоша прогноза. 
Данните в литературата относно значението на AR като прогностичен в 
групата на ТНКГ са противоречиви. Субразделяне на базалния карцином 
по отношение на експресията на AR се предлага от Agoff и кол., чийто 
проучвания  показват, че експресията на AR в ER- негативните тумори се 
свързва с по-добра прогноза и преживяемост [Am J  Clin Path 120, 5 (2003), 
725–731].  Според някои автори имунофенотипът ER-AR+ при негативност 
за базални маркери, може да се приеме достатъчен за дефиниране на 
апокринен фенотип. 

Съвременни клинични проучвания потвърждават рационалната 
идея за идентификация на ER-/PR-/AR+ туморите сред групата ТНКГ и 
приложение на таргетно хормонално лечение, което е с нисък токсичен 
профил.  

ИХХ идентификация на AR протеина е добър сурогат на 
луминалния андрогенов рецепторен субтип и може да се използва като 
биомаркер за селекция на пациенти, подходящи за лечение с антагонисти 
на AR и PI3K. В редица проучвания се отчита висок процент на експресия-
до 50% за AR при ТНКГ, което се доближава до процента на  позитивност 
в нашето проучване 

В повечето от проучванията на клетъчни линии андрогенът 
увеличава пролиферацията и AR антагонисти могат да подобрят 
прогнозата на ТНКГ експресиращи AR. Преобладаващи са данните, че 
експресията на AR e благоприятен прогностичен фактор при ТНКГ и се 
асоциира с ниска туморна пролиферация. 

При ТНКГ AR си взаимодейства с другите алтерирани пътища като 
този на EGFR и въздействието му е комплексно и сложно.  
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V. ИЗВОДИ, ПРАКТИЧЕСКИ ПОСЛАНИЯ И 
ПРЕПОРЪКИ 
 

ТНКГ се отличават с хетерогенност по отношение на 
морфологичната, молекулярната и генетичната си характеристика. 
Клинично се проявяват с ранни рецидиви, чести висцерални метастази, 
кратка обща преживяемост. КГ с тройно негативен фенотип се разделя на 
няколко субтипа със специфична ИХХ и генетична характеристика. 
Откриването на нови молекулярни маркери би подпомогнало 
задълбоченото му изучаване, определянето на по-точна прогноза на 
биологичния ход на болестта, отговора към терапия и селекция за вида на 
провежданото лечение.  

 
От направеното проучване с установяване на характерните 

клинико-морфологични и фенотипни аспекти на ТНКГ, могат да се 
направят следните обобщени изводи: 

 
1. ТНКГ са относително редки, инвазивни G3 карциноми, срещащи 

се при по-млади пациентки, с по-голям размер на първичния тумор (Т 
категория), без той да корелира с позитивен нодален аксиларен статус. 

2. Пациентки с ТНКГ показват тенденция за по-кратка средна обща 
преживяемост до петата година на прослeдяване, която се губи след този 
период.  

3. ТНКГ са хетерогенни малигнени тумори, с преобладаващ 
морфологичен вариант неспециален инвазивен карцином със солидна 
морфология, зони на некроза, дезмоплазия и интратуморна лимфоцитна 
инфилтрация в стромата, последвани от карциноми с медуларни 
характеристики. Следващи по честота са метапластичните с предоминация 
на източено-клетъчен,  високостепенeн карцином. В групата на ТНКГ са и 
ниско-рискови типове като секреторен, сходен с папиларен на щитовидна 
жлеза, АКК и по-рядко нискостепенен метапластичен карцином. 
Лобуларният, апокринният и невроендокринният карцином също могат да 
показват тройно негативен фенотип и се срещат по-рядко или изолирано в 
групата на ТНКГ. 

4. Преканцерозите при ТНКГ се срещат относително рядко и са 
представени от лезии като плоска епителна атипия, атипична дуктална 
хиперплазия и ДКИС. Микрогландуларната аденоза и атипичната 
микрогландуларна аденоза се наблюдават в съчетание с ТНКГ. 

5. Най-честата находка в нетуморната тъкан при ТНКГ са лобулит и 
фиброза в стромата. Прогресията на ТНКГ включва висцерални метастази, 
които създават морфологични и имунофенотипни диференциално-
диагностични проблеми при пациентки с ТНКГ.  
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6. Независимо от лошата прогноза, пациентите с ТНКГ имат 
намален риск за метастазиране в аксиларните л. в. Не се установяват и 
данни за увеличена лимфносъдова васкуларизация на перитуморно и 
интратуморно локализираните лимфни съдове при ТНКГ, сравнени с 
другите основни субтипове. Този резултат съвпада с липсата на корелация 
на по-голям размер на тумора и позитивност на аксиларните л в. 

7. В зависимост от позитивността за базални цитокератини и 
маркери ТНКГ могат да бъдат разделени на базални и небазални. 
Позитивните за базaлните маркери ТНКГ показват различни модели на 
експресия за CK 5 -хомогенен и хетерогенен модел на оцветяване, на 
базата на което могат да се стратифицират на „същински” базални и  
базолуминални субтипове. 

•  Чувствителни биомаркери за определяне на базален фенотип при 
ТНКГ се оказаха CK 5, p-cadherin, Caveolin-1 и ЕGFR 

•  В нашето проучване CK 14 и 17 показват по-често фокално 
имунооцветяване, което ги прави по-неподходящ базален 
биомаркер, особено при използване на техниката на тъканни 
микроцилиндри  

•  Амплификация за гена на EGFR се установи само в изолирани 
случаи и вероятно EGFR генната амплификация, не е механизъм 
за активация на  свръхекспресията  

•  Полизомията за 7ма хромозома, в проучването се оказа често 
явление и вероятно е механизъм за свъръхекспресия на  EGFR 
протеиновия продукт. 

•   Едновременната експресия на базални и луминални маркери,  c-
kit,  коекспресията на епителни и мезенхимни биомаркери и установената 
рядка миоепителна диференциация при ТНКГ прави произхода на тези 
неоплазми от базални клетки на гърдата малко вероятен. Тези факти 
подкрепят хипотезата за хистогенеза на тези тумори от прогениторни 
клетки в различен стадии на диференциация. 

8. Групата на базалоидните ТНКГ са високопролиферативни 
тумори, свръхекспресиращи Cyclin E, характеризиращи се с aкумулация на 
p53 протеин, определени с метода на ИХХ. От групата на ТНКГ АR е 
свръхекспресиран предимно в небазалните типове, като се открива 
статистически значима връзка между експресията на EGFR и AR. 
 

Необходимо е да е прилага интегративен подход в диагностиката на 
ТНКГ-да се има предвид клиничното значение не само на тройно 
негативния фенотип, а комбинацията от екзактна морфология, точно 
определен грейд, стадии на заболяването и допълнително проучване на 
имунофенотипа с приложение на други методики и техники в 
диагностиката на ТНКГ. 
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В рутинна практическа дейност, макар и редки като находка, ТНКГ 
изправят патолога пред редица предизвикателства. 

 
В тази връзка си позволяваме да формулираме следните 

практически послания и препоръки: 
 
1. В хистопатологичен аспект ТНКГ са хетерогенна група тумори 

със „специална” и „неспециална” морфологична находка. Спазването на 
морфологичните критерии в процеса на изграждане на диагнозата са важен 
фактор за правилното им разпознаване и разграничаването на ниско от 
високостепенните ТНКГ. Стриктното прилагане на критериите за 
специалните типове ТНКГ, позволява тяхното точно определяне, което има 
значение за вида на последващото лечение. 

2. Важно е познаването и спазването на критериите за диагностика 
на ''специалните'' тройно негативни видове, поради факта, че хистотипът 
на първичния тумор е прогностичен и предиктивен фактор и някои ТНКГ 
като специални нискостепенни тумори, не се нуждаят от последващо 
адювантно лечение. 

3. Солидната и/или синцитиална туморна архитектура, изразеният 
ядрен полиморфизъм, обилната еозинофилна цитоплазма на туморните 
клетки, зони на т.нар. „географски некрози” или наличие на 
комедонекрози, както и тумор-инфилтриращите лимфоцити са характерни 
за базалния и наследствен ТНКГ карцином. Тази морфологична находка, 
съчетана с данни за възраст и семейна онкологична анамнеза, прави 
пациентките с такива тумори подходящи за провеждане  на генетично 
изследване за BRCA1 гена. 

4. Хистопатологичната находка в първичния тумор дава 
възможност за селектиране на пациенти за генетични изследвания и 
подбор на определен тип терапия. Комбинацията от високостепенен тумор 
със зони на централна некроза може с голяма вероятност да предвиди 
неговия имунофенотип като ER негативен, базалоиден тумор. ТНКГ, 
негативни за CK 8,  при позитивност за CK 5 или друг базален маркер, като  
p-cadherin, съчетан с млада възраст на пациентката, фамилна анамнеза, в 
комбинация с медуларна или подобна на медуларна морфология тумори, 
селектира пациентки за генетично изследване на BRCA гените. 

5. Дефиницията за ТНКГ включва точното определяне на 
хормоналния рецепторен статус - под 1% за ER и PgR. При пълна липса на 
оцветяване на туморните ядра, се препоръчва негативността да се приема 
винаги в контекста на верифицирана позитивна вътрешна контрола, 
локализирана в нормалните структури на гърдата. 

6. За прецизиране на HER 2 статуса, освен щателно изпълнен 
протокол за ИХХ техника при материал, без съмнения в обработката, се 
препоръчва прилагане на ISH за неясни и подозрителни случаи. 
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Необходимо е стриктно спазване на съвременните ръководства за работа и 
отчитане на HЕR 2 статуса. 

7. При съмнения от страна на патолога в обработката на материала 
се препоръчва да се използва друга техника-смяна на платформата, 
използване на по-чувствително антитяло или избор на метод, при които 
вероятността от грешка да е минимална. 

8. Високият процент на позитивност за AR позволява маркерът да 
се използва като специфичен, при подозрения за метастаза от ТНКГ, 
обогатяващ панела от маркери като Mammaglobin, GCDFP-15. Освен това, 
той може да се прилага в рамките на клинични проучвания и в бъдеще за 
селектиране на  пациенти, подходящи за таргетна терапия.  

Както вече беше подчертано в резултатите, ТНКГ се представят 
като овални маси с избутващ растеж, което налага ДД по отношение на 
образната диагностика с бенигнени лезии и подбор на по-чувствителни 
методи като ЯМР за предоперативна диагностика и стадиране на тумора. 
Морфологичните аспекти на ТНКГ имат специфика, поради което е 
уместно да се следва алгоритъм за морфологичната им диагностика. 
 

Практически алгоритъм за морфологична диагностика на 
ТНКГ 

 
При ТНКГ е необходимо е да се започне с йерархически модел на 

диагностика, които биха могли да се разделят на следните етапи: 
 

1. Правилно сециран, описан и изработен макроскопски материал, 
гарантиращ качествена морфология, за точно дефиниране на 
морфологичния вариант на първичния тумор, правилно определяне на 
грейдинг, размер на тумора, стадии и неговото разпространение. 
Желателно е да се извърши и образно-морфологично съпоставяне на 
находката. 

2. Активно търсене на преинвазивни лезии и състояние на 
резекционни граници, при органосъхраняващи операции. От особено 
значение е да се отбелязва състоянието на резекционните ръбове и 
отстоянието им до маркирани граници, близостта на процеси, приемани за 
преканцерози, като плоска атипия, карцином ин ситу или 
микрогландуларна аденоза. 

3. Сигурно потвърждаване дали туморът е неендокринно 
отговарящ-т.е. негативен за хормонални рецептори и за HER 2. Неясните 
случаи се препоръчва да тестват с други методи (ISH за HЕR 2), а 
подозрителните негативни или позитивни се ретестват с по-чувствително 
антитяло (SP1 за  ER) или с друга платформа. 

4. Препоръчва се особено внимание при карциноми, които не би 
трябвало да са с тройно негативен фенотип-като инвазивен лобуларен 
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карцином например. Ако е класически ИЛК, G2 , той най-вероятно е 
фалшиво ER негативен и подлежи на ретестване. Ако се касае за 
плеоморфен ИЛК, той би могъл да е с тройно негативен фенотип. 

5. Особено внимание трябва да се обръща на източеноклетъчните 
злокачествени неоплазми с тройно негативен имунофенотип. Необходимо 
е да се прилага панел от цитокератини за правилната идентификация на 
принадлежността им към епителните неопазми и ДД със стромални 
саркоми и други мезенхимни мамарни и метастатични неоплазми.  

6. Да се има предвид и копозитивността на ТНКГ за цитокератини и 
Vimentin, като последния не трябва да се приема като белег на мезенхимна 
хистогенеза. 

7. Следваща стъпка в алгоритъма за диагностика са прилагане на 
допълнителни изследвания за определяне на пролиферативен индекс, 
фенотип на тумора-базалоиден или небазалоиден, експресия на АR с цел 
идентифициране на случаи с по-неблагоприятна прогноза или такива,  
суспектни за наследствен карцином и селектиране на пациенти, подходящи 
за специфичен тип терапия (платина-базирани схеми, анти-андрогенова 
терапия  или PARP инхибитори).  

8. Тумор-инфилтриращите лимфоцити са важен прогностичен и 
предиктивен фактор при ТНКГ и се препоръчва тяхното наличие и 
количество да се отбелязва в описанието на биопсията. 

9. Генетично тестване се препоръчва за пациентки, които отговарят 
на определени критерии за фамилен карцином. Морфологичната находка 
има решаваща роля за селекция на пациентките, при които е уместно да се 
направи генетично консултиране и тестване за мутации. 

10. Точното идентифициране на висцерални метастази от ТНКГ 
изисква мултидисциплинарен подход, надеждни анамнестични и образни 
данни и прилагане на панел от маркери, както и сравняване на първичния 
тумор с метастатичните лезии. 
Схематично представяне на алгоритъма за морфологична диагностика на 
ТНКГ е показано в приложение 1. 
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Диагностичен алгоритъм за ТНКГ 

Приложение 1 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

СТЪПКА

Точна морфологична диагностика; Определяне на хистотипа на тумора; 
степен на диференциация (G); TNM; разпространение; резекционни ръбове; 
преканцерози в близост до резекционни ръбове, ангио-инвазивен растеж  

                  Нискостепенни ТНКГ 
Секреторен КГ; Аденоидно кистичен 
карцином; Подобен на фиброматоза 

Метапластичен КГ 

                     Високостепенни ТНКГ  
Инвазивен, NST, G3,  Карцином с 
медуларни характеристики; 

Метапластичен карцином с матрикс  
продукция 

 

СТЪПКА

ИХХ верификация на тройно-негативния фенотип при позитивна вътрешна контрола за ER и 
PgR 

СТЪПКА 

Имунотипизиране на ТНКГ- CK 5; p-cadhеrin, EGFR и др. 

При негативна контрола или 
несъответствие на морфология и 
фенотип (Виж стъпка 1) – 
Ретестване на ИХХ реакция  

Базален 
фенотип 

Небазален фенотип 

AR (-) AR (+) Хомогенно оцв. 
за CK 5 

Хетерогенно оцв. 
за  CK5 

 

Истински базален 
фенотип 

Базолуминален 
фенотип 
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VI. Заключение 
ТНКГ са хетерогенна група от неоплазми, които не могат да се 

лекуват с ендокринна терапия и анти-HER 2 агенти. По-често те се 
представят като карциноми, установени между профилактични прегледи, 
ако в страната има действаща система за скрининг. 

Морфологично ТНКГ са спектър с представители с по-добра 
прогноза като секреторен и аденоидно-кистичен карцином, или 
нискостепенен метапластичен карцином, сходен с фиброматоза и в края на 
спектъра-други карциноми, показващи агресивен ход като метапластични 
и инвазивни G3, карциноми с медуларна характеристика. Имунофенотипно 
ТНКГ могат да се разделят на базалоидни (същински базални и базо-
луминални) и небазалоидни неоплазми. Двете групи са с различна 
клинична, биологична и морфологична характеристика и с различни 
възможни таргети за лечение. Базалният фенотип е чувствителен на 
cisplatin, EGFR агенти, мезенхимният на NVP-BEZ 235, PI3K/mTOR 
инхибитори, а луминалният андрогенов ТНКГ е чувствителен на 
bicalutamide. Поради тази причина пациентите от групата на ТНКГ трябва 
да се стратифицират на клинично значими групи. 

Прогностичните сигнатури от първо поколение не намират място в 
определяне на прогнозата на ТНК. Поради това е важно патолозите добре 
да типизират и градират тези неоплазми, като внедрят в рутинна си 
практика и други стандартизирани предиктивни и прогностични 
показатели като туморна лимфоцитна инфилтрация, имунофенотип, 
пролиферативен индекс, наличие на AR и други, като загуба на експресия 
за Cav-1 в стромални фибробласти. 

При ТНКГ, увеличената лимфоцитна инфилтрация се свързва с 
добра прогноза, даже при пациенти с позитивни лимфни възли и прави 
приложението на имуномодулаторния терапевтичен подход в тази група 
възможен.  

TНКГ е работен клиничен термин, които етикира хетерогенна група 
карциноми с различна патогенеза, морфология и молекулярен профил, със 
свързваща характеристика – липса на хормонални рецептори и HER 2. 
Тези тумори не са толкова чести и засягат определен контингент-по-млади 
пациентки и такива с данни за наследствен карцином, поради мутация на 
BRCA 1 гена или алтерация на BRCA 1 пътя. Този тип неоплазма се 
диагностицира в напреднал стадий, поради изразена пролиферация на 
тумора и характеристиките на строежа и съотношение паренхим/строма, 
което определя особености при образната диагностика. 

От морфологична гледна точка, независимо, че преобладаващите 
варианти са инвазивен, G3 карцином, при задълбочено проучване на серии 
от ТНКГ се намират и low grade карциноми, специални типове или по-
високо диференцирани инвазивни карциноми, обикновено от небазален 
тип, експресиращи АR и с по-нискък пролиферативен Кi-67 индекс. 
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Специалните типове карциноми като медуларен, секреторен и 
аденоидно-кистичен, показват по-благоприятно биологично поведение и 
заслужават по-специално внимание в диагностичен и терапевтичен план. 

Първоначално възприеман като синоним на базален КГ, ТНКГ се 
оказва хетерогенна група, съвпадаща в 56% с базалния карцином, в която 
могат да бъдат идентифицирани отделни субгрупи-базални, 
мезенхимоподобни, небазални, експресиращи преимуществено AR и 
карциноми при които морфологично се намира изразена възпалителна 
лимфоцитарна реакция. 

ТНКГ като категория, базирана единствено на ИХХ находка, често 
води до неправилна класификация за определяне на субтип единствено по 
имунофенотипна характеристика, поради опасност от фалшиво позитивна 
или фалшиво негативна оценка на статуса на хормоналните рецептори и 
HER 2. Тази опасност съществува, особено ако се работи в условията на 
нестандартизирани или невалидирани методи и техники. Поради това е 
необходимо да се познава спецификата на морфологичната картина на 
ТНКГ, както и рационално да се използват ресурсите на различни методи, 
като ИХХ и допълващите ги и уточняващи ин ситу хибридизационни 
техники за HER 2 статуса. От друга страна, когато се получи неочакван 
резултат за негативен хормонален статус при low grade тумори, е 
необходимо да се повтори имунооцветяването, с цел да се търси фалшиво 
негативна реакция  в условията на морфологичнo-ИХХ корелация. 

Към настоящия момент няма международен, консенсусно приет 
панел, дефиниращ базалоиден фенотип с методите на ИХХ. В нашето 
проучване най-надежден, чувствителен маркер за определяне на базален 
фенотип се оказа CK 5. Необходимо е обогатяване на панела за определяне 
на този субтип ТНКГ с подобряване на чувствителността и 
специфичността на антителата, както и консенсус, относно границата за 
приемане на позитивност на ИХХ оцветяване. На базата на нашето 
проучване такива маркери биха могли да бъдат p-cadherin  и Cav-1. 

Патологът има активна и водеща роля в идентификацията на ТНКГ, 
тяхното точно диагностициране, стадиране, предикция и прогностикация, 
както и селекция на пациенти, подходящи за генетично тестване за 
наследствен карцином. 
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Приноси  на  разработката 
Приноси с научно-теоретичен характер  

 
1. Проучена е честотата на ТНКГ в сравнителен аспект-в 

регионален и национален мащаб, клинико-патологичните характеристики 
и преживяемостта при пациентки с ТНКГ. 

2. Задълбочено и цялостно се проучва морфологичната находка в 
подбрана група от ТНКГ с акценти на хистотипа на първичния тумор, 
архитектурните и цитологични особености на туморния паренхим, 
промените в стромата на тумора.  

3.  Проучва се вътрегрупово честотата на различните хистологични 
типове ТНКГ, като вариантите се разделят на ниско и високорискови 
типове с различна клинична значимост. 

4. Проучена е честотата и видовете преканцерози, асоциирани с 
ТНКГ, както и находката в нетуморната тъкан. 

5. Описани са модели на прогресия на ТНКГ, които създават ДД 
проблеми при пациентки с ТНКГ.  

6. Проучено е метастазирането по лимфен път, като възможен 
механизъм на дисеминация при тези неоплазми с метод на изследване на 
лимфносъдова васкуларизация при ТНКГ, сравнени с другите основни 
субтипове от контролната група.  

7. На цялостни срезове се проучва позитивността за базални 
цитокератини и базални маркери в група от ТНКГ и се стратифицират 
пациентките в зависмост от модела на експресия на тези биомаркери. 

8. За пръв път в страната се проучва ролята на амплификацията на 
EGFR за свръхекспресия на  протеиновия продукт. 

9. Изградена е хипотеза за произход на ТНКГ от незрели 
прогениторни клетки, на база на установена коекспресия за базални и 
луминални маркери, честа експресия на c-kit, коекспресия на епителни и 
мезенхимни биомаркери и установена рядка миоепителна диференциация 
при ТНКГ. 

10. Системно е проучена е пролиферацията, експресията на Cyclin 
E, протеиновата експресия на мутантен тип p53 протеин, експресията на 
андрогенови рецептори, определени с метода на ИХХ.  

11. Предлага се интегративен, мултидисциплинарен подход в 
диагностиката, предикцията и прогностикацията на ТНКГ с подчертаване 
на базисната роля на класическата морфология в диагностиката на ТНКГ. 
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Приноси с научно-практичен характер 
  

1. Подробно се описва морфологичната находка и диагностичните 
критерии за така наречените специални типове ТНКГ, като се обсъждат 
диференциално диагностични трудности и аспекти.   

2. Предлага се детайлизиран йерархически практически алгоритъм 
за дигностика на първични и метастатични ТНКГ. 

3. Дефинирани са различни видове преканцерози при ТНКГ с 
препоръки за тяхното активно търсене и отбелязване в отговора на 
биопсията от патолога. 

4. Разглеждат се примери от рутинна практика на метастази от 
ТНКГ, създаващи морфологични и имунофенотипни ДД проблеми, като се 
предлага практически алгоритъм и панел от полезни антитела за 
диференциране на вторичен метахронен карцином и метастази във 
вътрешни органи, при пациентки с анамнеза за ТНКГ.  

5.  Дефинирани са чувствителни биомаркери за определяне на 
базален фенотип при ТНКГ. 

6. Предлага се стратификация на ТНКГ въз основа на различната 
степен на пролиферация, експресия на Cyclin E и p53, както и 
позитивността за андрогенови рецептори, определени с метода на ИХХ.  

7. Разработен е практически алгоритъм за морфологична 
диагностика на ТНКГ, като са изброени възможни грешки в диагностиката 
на ТНКГ, имунофенотипозирането и се предлагат препоръки за тяхното 
преодоляване. 

8. Определена е активната роля на патолога в морфологичната 
предикция на наследствен карцином на гърдата и са посочени 
морфологични и имунохистохимични критерии за селекция на пациенти, 
подходящи за генетично тестване на BRCA 1 гена. 
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