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BIOMARKERI INFLAMACIJE I EKSTRACELULARNE VEZIKULE KAO
PREDIKTORI VENSKE TROMBOEMBOLIJE KOD PACIJENATA SA
LIMFOMOM

REZIME

Uvod: Limfomi predstavljaju vrlo heterogenu grupu neoplazmi, ¢ija se bioloSka raznolikost ogleda u
razli¢itim mehanizmima napredovanja bolesti 1 razvoja komplikacija. Jedna od komplikacija koja
izaziva znacajan morbiditet i mortalitet kod pacijenata sa malignitetima je venska tromboembolija
(VTE). Pacijenti sa malignitetom imaju do 7 puta ve¢i rizik za razvoj tromboze u odnosu na opstu
populaciju. Specifi¢na patofizioloska karakteristika limfoma je imunoloska disregulacija, koja je usko
povezana sa aktivacijom inflamacije. Klasi¢ni indikatori nivoa inflamacije su broj leukocita i
standardizovani reaktanti akutne faze: C-reaktivni protein (CRP), brzina sedimentacije eritrocita
(ESR) i fibrinogen. Medutim, danas postoji znac¢ajan broj novih markera sistemske inflamacije poput
odnosa neutrofila i limfocita (neutrophil-to-lymphocyte ratio, NLR) i odnosa trombocita i limfocita
(platelet-to-lymphocyte ratio, PLR). Ekstracelularne vezikule (EV) predstavljaju genericki termin za
formacije koje se prirodno oslobadaju iz ¢elije, koje su ogranicene lipidnim dvoslojem 1 koje se ne
mogu replicirati (tj. ne sadrze funkcionalno jedro). EV imaju vrlo sofisticiranu ulogu u brojnim
fizioloskim 1 patoloskim procesima, gde se EV otpustaju od strane razli¢itih ¢elija. Uloga EV u
trombozi povezanoj sa tumorom (cancer-associated thrombosis, CAT) ispitivana je u animalnim
modelima i kod ljudi. Pored toga, EV su povezane sa stanjima kako akutne tako i hroni¢ne
inflamacije, a Cesto su i ,,nosaci” razli¢itth molekula od kojih pojedini imaju protromboticki
potencijal. S obzirom na sve navedeno, ciljevi istraZivanja bili su ispitivanje povezanosti biomarkera
inflamacije 1 razvoja VTE kod pacijenata sa limfomom koji su leceni (imuno)hemioterapijom,
ispitivanje povezanosti VTE sa tipom terapijskog lecenja i odgovora na terapiju kod pacijenata sa
limfomom. Slede¢i cilj je bio karakterizacija profila EV kod pacijenata sa difuznim B-
krupnocelijskim limfomom (DBKL), ispitivanje povezanosti EV sa VTE kod pacijenata sa DBKL,
ispitivanje testa ukupnog hemostaznog potencijala (overall hemostasis potential, OHP) i povezanosti
sa VTE kod pacijenata sa DBKL.

Metodologija: U prvom delu istrazivanja sprovedena je retrospektivna kohortna studija, u koju je
ukljuceno 706 novodijagnostikovanih i relapsirajucih pacijenata sa limfomom koji su leCeni u Klinici
za hematologiju, Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije. Prikupljeni su podaci o svim VTE kod
pacijenata sa novodijagnostikovanim limfomom ili relapsom bolesti. NLR i PLR su racunati
koriS¢enjem parametara kompletne krvne slike sa diferencijalnom leukocitarnom formulom.
Analizirani su slede¢i biohemijski parametri: ESR, CRP, laktat dehidrogenaza (LDH), fibrinogen,
ukupni proteini (TP), albumin. Drugi deo istrazivanja predstavlja prospektivnu kohortnu studiju, koja
je ukljucila 62 pacijenta sa dijagnozom DBKL i sprovedeno je u kolaboraciji sa Univerzitetskom
bolnicom Karolinska, Sluzba koagulacije 1 klinicke hemije, Odeljenje za molekularnu medicinu 1
hirurgiju, Institut Karolinska i klini¢ka hemija, medicinska dijagnostika Karolinska. Ispitivanje EV
je sprovedeno koriS¢enjem protocne citometrije. Koris¢en je slede¢i panel markera: Annexin V za
fosfatidilserin (PS), CD42b/CD61 za EV porekla trombocita (platelet-derived extracellular vesicles,
PEV), CD142 za tkivni faktor (TF), CD19, CD20 i CD45 za DBKL/B-¢elijsku populaciju,
CD62P/CD62E za P-selektin odnosno E-selektin. Za identifikaciju EV kori$¢en je specifican gejting
algoritam. EV su definisane kao vezikule veli¢ine <1,0 um i pozitivne na Annexin V. Za poredenje
EV kod pacijenata sa DBKL, formirana je kontrolna grupa od 5 zdravih volontera. Formiranje i



liziranje fibrinskog ugruska su ispitivani putem testa OHP, na osnovu kog se formiraju dve krive
agregacije fibrina i izraCunavaju se dve povrsine ispod krive (area under curve, AUC): OHP i ukupni
koagulacioni potencijal (overall coagulation potential, OCP). Razliku izmedu ova dva parametra
reflektuje ukupni potencijal fibrinolize (overall fibrinolysis potential, OFP).

Rezultati: U retrospektivnom delu istrazivanja, od 706 pacijenata ukljucenih u studiju, ukupno je 69
pacijenata (9,8%) razvilo VTE. Vecina pacijenata imala je simptomatsku VTE (41/69), a takode je
kod vecine pacijenata doSlo do razvoja VTE tokom lecenja (52,1%). Ucestalost VTE bila je najveca
kod pacijenata sa agresivnim non-Hockin limfomom (NHL) (11,8%), potom kod pacijenata sa
Hockin limfomom (HL) (8,4%), a najmanja kod pacijenata sa indolentnim NHL (5,8%). U poredenju
sa pacijentima bez VTE, NLR, PLR, ESR, CRP i LDH su bili statisticki znacajno poviseni kod
pacijenata sa VTE (p=0,001, p=0,001, p=0,023, p<0,001 i p=0,035), dok su TP i albumin bili
statisticki znacajno nizi (p=0,024 i p=0,032). U univarijantnoj regresionoj analizi, NLR, PLR, TP,
albumin, LDH 1 CRP su se pokazali prognostickim faktorima za razvoj VTE kod pacijenata sa
limfomom. B-simptomatologija, ,,bulky* tumorska masa, zahvatanje medijastinuma i ECOG PS bili
su znacajni klini¢ko-patoloSki prognosticki faktori za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom
(p=0,001, p=0,001, p=0,005, p=0,015). U multivarijantnom regresionom modelu, NLR i CRP su se
pokazali kao nezavisni prognosticki faktori za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom (p=0,046 i
p=0,024). Analiza ROC krive (receiver operating characteristic) pokazala je zadovoljavajucu
senzitivnost (Sn) 1 specificnost (Sp) NLR, PLR i CRP u predikciji VTE kod pacijenata sa limfomom
(p=0,001 =za sva tri: NLR, PLR 1 CRP). Nezadovoljavajuéi terapijski odgovor na
(imuno)hemioterapiju bio je povezan sa razvojem VTE (p=0,011). Kompletna remisija bila je reda
kod pacijenata sa limfomom koji su razvili VTE nego kod onih koji nisu razvili VTE (p=0,011).
Pacijenti sa limfomom kojima su ordinirani intenzivni hemioterapijski protokoli u prvoj liniji ili
»salvage* hemioterapijski protokoli, imali su ve¢u stopu VTE u odnosu na pacijente sa limfomom
koji su leceni standardnim terapijama prve linije (p<<0,001). Prospektivni deo istrazivanja sproveden
je na grupi od 62 pacijenta sa dijagnozom DBKL. Ukupno je 11 pacijenata (17,7%) razvilo VTE.
Ukupna koncentracija Annexin V+ EV bila je statisticki znacajno veca kod pacijenata sa DBKL u
odnosu na zdrave kontrole (p=0,008). Takode, koncentracija TF+ EV bila je znacajno veca u grupi
pacijenata sa DBKL u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001). Nadalje, koncentracija slede¢ih EV bila
je statisticki znacajno veca kod pacijenata obolelih od DBKL u odnosu na zdrave kontrole:
TF+/CD42b+ (TF+ PEV), TF+/P-selektin-, TF+/P-selektin+, TF+/E-selektin-, TF+/E-selektin+,
TF+/CD19+, TF+/CD19-, CD19+/CD20+, TF+/CD45-, TF+/CD45+, TF+/CD20+, TF+/CD19+,
TF+/CD19-, TF-/CD19+. Sa druge strane, koncentracija slede¢ih EV se nije statisticki znacajno
razlikovala izmedu dve pomenute grupe: TF+/CD42b-, TF-/CD42b+, TF-/P-selektint, TF-/E-
selektin-, TF-/CD19+, TF-/CD45+, TF+/CD20-, TF-/CD20+. Nije opservirana statisticki znacajna
razlika u koncentraciji ukupnih Annexin V+ EV kao i TF+ EV kod pacijenata sa DBKL i VTE u
odnosu na pacijente sa DBKL bez VTE (p=0,513 odnosno p=0,747), kao ni statisticki signifikantna
razlika u koncentraciji drugih EV obuhvacenih istrazivanjem u odnosu na razvoj VTE. KoriS¢enjem
Cox-ove regresione analize, ni ukupna koncentracija Annexin+ EV niti TF+ EV nisu pokazale
povezanost sa ukupnim preZivljavanjem (OS) (p=0,953 odnosno p=0,757). U poredenju grupa
pacijenata sa DBKL i VTE odnosno bez VTE, kao i u poredenju sa ishodom OS, nisu uocene
statisticki znacajne razlike u koncentraciji gore pomenutih EV. OHP analiza uradena je na podgrupi
od 11 pacijenata sa DBKL, a kod jednog pacijenta (9,1%) doslo je do razvoja VTE. Kod pacijenta sa
DBKL i VTE (n=1; 9,1%) testiranje ukupnog hemostaznog potencijala pokazalo je sledece rezultate:



OHP (AUC) 64,1, OCP (AUC) 149,8, OFP 57,2%, dok je D-dimer bio 3,37 mg/L. Sa druge strane,
pacijenti sa DBKL kod kojih nije doslo do razvoja VTE (n=9; 90,9%) su imali slede¢e rezultate: OHP
(AUC (opseg)) 49,5 (35,5-98), OCP (AUC (opseg)) 156,1 (95,5-269,1), OFP (% (opseg)) 65,5 (43.,4-
78), D-dimer (mg/L (opseg)) 0,95 (0,38-9,59).

Zakljucak: Biomarkeri inflamacije, a pre svega NLR i CRP, povezani su sa povecanim rizikom od
razvoja VTE kod pacijenata sa limfomom koji su leeni (imuno)hemioterapijom. Disregulacija
inflamacije igra znacajnu ulogu u razvoju VTE u ovoj grupi pacijenata. Lako dostupni markeri
inflamacije mogu adekvatno da reflektuju nivo inflamacije i stratifikuju pacijente koji su u
povecanom riziku za razvoj VTE. Nezadovoljavajuci terapijski odgovor na (imuno)hemioterapiju bio
je povezan sa razvojem VTE kod pacijenata sa limfomom. Kompletna remisija bila je reda kod
pacijenata sa limfomom koji su razvili VTE nego kod onih koji nisu razvili VTE. U grupi pacijenata
sa DBKL koja je prospektivno prac¢ena, ukupna koncentracija Annexin V+ EV signifikantno je bila
veca od koncentracije Annexin V+ EV kod zdravih kontrola. Dodatnom karakterizacijom profila EV,
nadene su signifikantno vece koncentracije TF+ EV, TF+ PEV, TF+ P-selektin EV, TF+ E-selektin
EV, EV porekla DBKL/B-¢elijske populacije i TF+ EV porekla DBKL/B-¢elijske populacije u grupi
pacijenata sa DBKL u odnosu na koncentracije EV pomenutih obrazaca kod zdravih kontrola. U
poredenju grupa pacijenata sa DBKL i VTE odnosno bez VTE nisu uocene statisticki znacajne razlike
u koncentraciji gore pomenutih EV. Interpretacija rezultata OHP analize i nivoa D-dimera kod
pacijenata sa DBKL sa odnosno bez VTE bila je znacajno limitirana malim uzorkom pacijenata.

Kljuéne reéi: limfomi, VTE, NLR, CRP, EV, TF, DBKL
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INFLAMMATORY BIOMARKERS AND EXTRACELLULAR VESICLES AS
PREDICTORS OF VENOUS THROMBOEMBOLISM IN LYMPHOMA
PATIENTS

ABSTRACT

Introduction: Lymphomas represent a very heterogeneous group of neoplasms, whose biological
diversity is reflected by different mechanisms of disease progression and development of
complications. One of the complications that causes significant morbidity and mortality in patients
with malignancies is venous thromboembolism (VTE). Patients with malignancy have up to 7-times
higher risk of developing thrombosis compared to the general population. A specific
pathophysiological characteristic of lymphoma is immune dysregulation, which is closely related to
the activation of inflammation. Inflammation has been classically assessed by white blood cell
(WBC) count and standardized acute phase reactants including C-reactive protein (CRP), erythrocyte
sedimentation rate (ESR), and fibrinogen level. However, today there are a significant number of new
markers of systemic inflammation such as neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) and platelet-to-
lymphocyte ratio (PLR). Extracellular vesicles (EVs) are a generic term for formations that are
naturally released from cells. They are composed of a lipid bilayer and cannot replicate (i.e., do not
contain a functional nucleus). EVs have a very sophisticated role in numerous physiological and
pathological processes, where EVs are released by various cells. The role of EVs in cancer-associated
thrombosis (CAT) has been investigated in both animal models and in humans. In addition, EVs are
associated with conditions of both acute and chronic inflammation, and are often "carriers" of various
molecules which possess prothrombotic potential. In view of all the above, the research aims were to
examine the association between the biomarkers of inflammation and the development of VTE in
patients with lymphoma treated with (immuno)chemotherapy, to examine the association between
VTE development with the type of therapeutic treatment and response to therapy in patients with
lymphoma. The next objective was to characterize the profile of EVs in patients with diffuse large B-
cell lymphoma (DLBCL), to examine the association of EVs with VTE in patients with DLBCL, to
examine the overall hemostasis potential (OHP) test and the association with VTE in patients with
DLBCL.

Methodology: In the first part of the research, a retrospective cohort study was conducted, which
included 706 newly diagnosed and relapsed patients with lymphoma, who were treated at Clinic for
Hematology, University Clinical Center of Serbia. Data were collected for all VTE events in patients
with newly diagnosed lymphoma or relapsed disease. NLR and PLR were calculated using parameters
of complete blood count with differential leukocyte formula. The following biochemical parameters
were analyzed: ESR, CRP, lactate dehydrogenase (LDH), fibrinogen, total proteins (TP), albumin.
The second part of the research was the prospective cohort study, which included 62 patients
diagnosed with DLBCL, and was conducted in collaboration with Karolinska University Hospital,
Coagulation and Clinical Chemistry Service, Department of Molecular Medicine and Surgery,
Karolinska Institute and Clinical Chemistry, Karolinska Medical Diagnostics. The EVs assay was
performed using flow cytometry. The following panel of markers was used: Annexin V for
phosphatidylserine (PS), CD42b/CD61 for platelet-derived extracellular vesicles (PEVs), CD142 for
tissue factor (TF), CD19, CD20 and CD45 for DLBCL/B-cell population, CD62P/CD62E for P-
selectin or E-selectin. A specific gating algorithm was used to identify EVs. EVs were defined as
vesicles <1.0 um in size and positive for Annexin V. To compare EVs in DLBCL patients, a control



group of 5 healthy volunteers was formed. The formation and lysis of the fibrin clot were examined
using the OHP test, based on which two fibrin aggregation curves are formed and two areas under the
curve (AUC) are calculated: OHP and overall coagulation potential (OCP). The difference between
these two parameters reflects the overall fibrinolysis potential (OFP).

Results: In the retrospective part of the study, out of 706 patients included, a total of 69 patients
(9.8%) developed VTE. Most of the patients had symptomatic VTE (41/69), and most of the patients
also developed VTE during the treatment (52.1%). The frequency of VTE was the highest in the
patients with aggressive non-Hodgkin lymphoma (NHL) (11.8%), then in the patients with Hodgkin
lymphoma (HL) (8.4%), and lowest in the patients with indolent NHL (5.8%). Compared to the
patients without VTE, NLR, PLR, ESR, CRP and LDH were statistically significantly elevated in the
patients with VTE (p=0.001, p=0.001, p=0.023, p<0.001 and p=0.035, respectively), while TP and
albumin were statistically significantly lower (p=0.024 and p=0.032, respectively). In univariate
regression analysis, NLR, PLR, TP, albumin, LDH and CRP were found to be prognostic factors for
the development of VTE in the lymphoma patients. B-symptomatology, "bulky" tumor mass,
mediastinal involvement and ECOG PS were significant clinicopathological prognostic factors for
development of VTE in the lymphoma patients (p=0.001, p=0.001, p=0.005, p=0.015, respectively).
In a multivariate regression model, NLR and CRP were shown to be independent prognostic factors
for development of VTE in the patients with lymphoma (p=0.046 and p=0.024, respectively). The
analysis of the ROC curve (receiver operating characteristic) demonstrated acceptable sensitivity (Sn)
and specificity (Sp) of NLR, PLR and CRP in prediction of VTE in the lymphoma patients (p=0.001
for all three: NLR, PLR and CRP). Insufficient therapeutic response to (immuno)chemotherapy was
associated with development of VTE (p=0.011). Complete remission was less common in the
lymphoma patients who developed VTE than in those who did not develop VTE (p=0.011). The
lymphoma patients who were administered intensive first-line chemotherapy protocols or "salvage"
chemotherapy protocols, had a higher rate of VTE compared to the lymphoma patients who were
treated with standard first-line therapies (p<0.001). The prospective part of the research was
conducted on a group of 62 patients diagnosed with DLBCL. A total of 11 patients (17.7%) developed
VTE. The total concentration of Annexin V+ EVs was statistically significantly higher in the DLBCL
patients compared to the healthy controls (p=0.008). Also, the concentration of TF+ EVs was
significantly higher in the DLBCL patients’ group compared to the control group (p<0.001).
Furthermore, the concentration of the following EVs was statistically significantly higher in the
DLBCL patients compared to the healthy controls: TF+/CD42b+ (TF+ PEVs), TF+/P-selectin-,
TF+/P-selectin+, TF+/E-selectin-, TF+/E-selectin+, TF+/CD19+, TF+/CD19-, CD19+/CD20+,
TF+/CD45-, TF+/CD45+, TF+/CD20+, TF+/CD19+, TF+/CD19-, TF-/CD19+. On the other hand,
the concentration of the following EVs was not statistically significantly different between the two
mentioned groups: TF+/CD42b-, TF-/CD42b+, TF-/P-selectint+, TF-/E-selectin-, TF-/CD19+, TF-
/CD45+, TF+/CD20-, TF-/CD20+. No statistically significant difference was observed in the
concentration of total Annexin V+ EVs as well as TF+ EVs in the DLBCL patients and VTE
compared to the DLBCL patients without VTE (p=0.513 and p=0.747, respectively), as no
statistically significant difference was found in the concentration of other EVs included in the
research, in relation to development of VTE. Using Cox regression analysis, neither the total
concentration of Annexint+ EVs nor TF+ EVs showed an association with overall survival (OS)
(p=0.953 and p=0.757, respectively). In the comparison of the groups of DLBCL patients with and
without VTE, as well as in the comparison with the OS outcome, no statistically significant



differences were observed in the concentration of the above-mentioned EVs. OHP analysis was
performed on a subgroup of 11 DLBCL patients. One patient (9.1%) developed VTE. In the patient
with DLBCL and VTE (n=1; 9.1%), testing of total hemostatic potential showed following results:
OHP (AUC) 64.1, OCP (AUC) 149.8, OFP 57.2%, while D-dimer was 3.37 mg/L. On the other hand,
DLBCL patients who did not develop VTE (n=9; 90.9%) had following results: OHP (AUC (range))
49.5 (35.5-98), OCP 156.1 (95.5-269.1), OFP (% (range)) 65.5 (43.4-78), D-dimer (mg/L (range))
0.95 (0.38-9.59).

Conclusions: Inflammatory biomarkers, primarily NLR and CRP, are associated with increased risk
of VTE development in the patients with lymphoma treated with (immuno)chemotherapy.
Dysregulation of inflammation plays a significant role in development of VTE in this group of
patients. Readily available markers of inflammation can adequately reflect the level of inflammation
and stratify patients who are at increased risk for developing VTE. Insufficient therapeutic response
to (immuno)chemotherapy was associated with VTE development in the lymphoma patients.
Complete remission was less common in the lymphoma patients who developed VTE than in those
who did not develop VTE. In the prospectively followed group of DLBCL patients, the total Annexin
V+ EVs concentration was significantly higher than Annexin V+ EVs concentration in the healthy
controls. By the additional characterization of the EVs profile, significantly higher concentrations of
TF+ EVs, TF+ PEVs, TF+ P-selectin EVs, TF+ E-selectin EVs, EVs of DLBCL/B-cell population
origin and TF+ EVs of DLBCL/B-cell population origin were found in the DLBCL patients in
comparison to EVs concentrations of the before mentioned patterns in the healthy controls. No
statistically significant differences in the concentration of the above-mentioned EVs were observed
between the DLBCL patients with and without VTE. The interpretation of OHP analysis results and
D-dimer levels in DLBCL patients with and without VTE was significantly limited by the modest
sample size.
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1. UVOD
1.1. LIMFOMI

Limfomi predstavljaju grupu klonalnih hematoloSkih neoplazmi koji se odlikuju izrazenom
heterogenoscu, u patofizioloskom, bioloskom, dijagnosti¢kom i terapijskom aspektu. I dalje se koristi
klasi¢na podela na Hockin (HL) (€ini oko 10% svih limfoma) i non-Hockin limfome (NHL) (oko
90% svih limfoma) (1). Pre svega u grupi NHL, danas su daleko vise u upotrebi podele zasnovane na
¢elijskom poreklu konkretnog tipa limfoma (B-/T-/NK- ¢elijske neoplazme; prekursorske i zrele
¢elijske neoplazme) i na klinickom toku bolesti (tj. na indolentne i agresivne limfome).

1.1.1. NHL

NHL su po ucestalosti dominantni u odnosu na HL. Nastaju iz limfocita koji su u razli¢itim
fazama razvoja, a karakteristike podtipova limfoma su refleksija celija iz kojih poticu (1).
Klasifikacija NHL se menjala kroz vreme, kako se sticalo znanje o patogenezi i biologiji bolesti.
Postoji veci broj klasifikacija ali su danas najvise u upotrebi klasifikacije limfoidnih neoplazmi
Svetske zdravstvene organizacije (World Health Organization, WHO) u kojima je diverzifikovano
vise od 50 razlicitih podtipova NHL (2). Poslednja u upotrebi je 5. WHO Kklasifikacija limfoidnih
neoplazmi (3) koja je objavljena 2022. godine. Uporedo sa poslednjom klasifikacijom WHO,
publikovana je i International Concensus Classification zrelih limfoidnih neoplazmi (4), te mozemo
reci da je su u ovom trenutku obe u upotrebi.

Prema Nacionalnom institutu za kancer (National Cancer Institute) Sjedinjenih Americkih
Drzava (SAD), u 2022. godini o¢ekuje se nesto preko 80 000 novih slu¢ajeva NHL u SAD, dok NHL
predstavlja 7. malignitet po ucestalosti u SAD, odnosno oko 4,2% svih de novo maligniteta (5). NHL
se najcesce dijagnostikuje u starosnoj dobi izmedu 65. 1 74. godine zivota. U poslednjoj deceniji,

25

20

Stopa uéestalosti na 100 000 osoba

0
1975 1980 1985 1980 1995 2000 2005 2010 2015 2020

Godina

Stopa novih slucajeva v Stopa smrtnosti

Grafikon 1. — Stopa novih slucajeva i stopa smrtnosti tokom godina (preuzeto i adaptirano iz
National Cancer Institute, Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) Program 2022 (5))

stopa izleCenja 1 petogodisSnje prezivljavanje je u znacajnom poboljsSanju, a interesantna je ¢injenica

da je poslednjih nekoliko godina opserviran blagi pad broja novih slu¢ajeva NHL (Grafikon 1). U

Ujedinjenom Kraljevstvu (UK) incidencija je oko 14 200 novih NHL slu¢ajeva godisnje (u periodu
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2016-2018.), dok NHL ¢ini 6. najées¢i malignitet. Incidencija je najveca izmedu 80-84. godine Zivota.
U poredenju sa podacima iz SAD, u UK je uocen nastavak porasta incidencije (6).

Etiopatogeneza NHL je i dalje tema velikog broja istrazivanja, a do sada je poznat znacajan
broj genetskih i infektivnih etioloskih agenasa koji su povezani sa razli¢itim podtipovima limfoma
(7). Kongenitalne i stecene imunodeficijencije predstavljaju najjaci poznati faktor rizika za razvoj
NHL (8). Medu stecenim imunodeficijencijama istice se infekcija virusom humane
imunodeficijencije (HIV), kod koje je incidencija NHL viSestruko veca nego u opSstoj populaciji, uz
predominaciju javljanja agresivnih tipova limfoma (9). Podaci govore da je incidencija niza u eri
kombinovane antiretroviralne terapije (combination antiretroviral therapy, cART) (10,11). Ve¢i broj
virusnih agenasa je povezan sa povecanim rizikom za razvoj NHL: Epstajn-Bar virus (EBV) (12),
humani T-¢elijski limfotropni virus 1 (HTLV-1) (13), humani herpsesvirus-8 (HHV-8) (14), hepatitis
C virus (HCV) (15). Nadalje, bakterijske infekcije su takode poznati predisponirajuci faktor za razvoj
NHL, bilo putem hroni¢ne antigenske stimulacije ili prolongirane inflamacije (Helicobacter pylori,
Borrelia burgdorferi, Chlamydia psittaci, Campylobacter jejuni, Coxiella burnetii) (8,16—18). Pored
infektivnih, postoji cela baterija promenjivih i nepromenjivih faktora rizika koji imaju uticaja u
razvoju NHL (Tabela 1), poput pusenja, konzumacije alkoholnih pica, vrste ishrane, gojaznosti,
ultravioletnog zracenja, okupacione ekspozicije (pesticidi, insekticidi), godina starosti, pola, rase
(8,12,19-22).

Tabela 1. — Promenjivi i nepromenjivi faktori rizika za razvoj NHL (preuzeto i adaptirano iz Thandra
isar. (12))

Nepromenyjivi faktori rizika Promenjivi faktori rizika
Godine Radijacija
Pol Hemijska ekspozicija
Rasa/etnic¢ka pripadnost Gojaznost
Porodicna istorija Pusenje 1 konzumacija alkohola
Autoimune bolesti Grudni implanti
Imunosupresija Deficit vitamina

Klini¢ka slika je uglavnom karakteristi¢na za sve limfome, ali uz veliki broj varijacija s
obzirom na ve¢ pomenutu izrazenu heterogenost ove grupe malignih hematoloskih bolesti. Najces¢a
prezentacija NHL je limfadenopatija. U najveéem broju slucajeva pacijent primeti perifernu
limfadenopatiju i to bude glavi razlog javljanja lekaru. Limfomska limfadenopatija je bezbolna, tvrda,
bez lokalnih znakova inflamacije na kozi. NHL su vrlo Cesto praceni konstitutivnim ili B-
simptomima: no¢no preznojavanje, gubitak telesne teZine >10% u poslednjih 6 meseci, febrilnost
(1,23). NHL mogu zahvatiti/infiltrisati bilo koji organ u telu, $to neretko rezultira pojavljivanjem
simptoma/znakova disfunkcije zahvacenog organa ili organskog sistema, koji se na prvi pogled ne

mogu povezati sa NHL. Takode, NHL se mogu prezentovati i autoimunim fenomenima. Dijagnoza
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limfoma (i NHL i HL) se postavlja biopsijom tumorske mase (uvecan limfni ¢vor ili prethodno
radiografski  verifikovana infiltracija nekog organa) i, potom, patohistoloskom i
imunohistohemijskom analizom uzorka limfnog ¢vora ili bioptiranog tkiva. Takode, u odredenim
situacijama prisutna je samo infiltracija kosStane srzi, sa ili bez prodora limfomskih ¢elija u perifernu
krv.

U savremenoj eri, standard leCenja B-NHL je imunohemioterapija, a otpoCinjanje primene
imunoterapije je imalo revolucionaran efekat na terapijske ishode (1). Terapijski ishodi za T-NHL su
losiji, pre svega zbog izostanka imunoterapije u okviru standardnog lecenja. Stopa izleCenja zavisi
primarno od tipa limfoma jer klini¢ki tok direktno korespondira tipu, a takode zavisi i od brojnih
drugih faktora (kako porekla limfoma, tako i porekla pacijenta).

1.1.2. HL

HL je maligna limfoproliferativna neoplazma porekla B-¢elija. HL ima nekoliko specifi¢nih
karakteristika koje su gotovo jedinstvene medu humanim malignitetima, kao Sto su mlada starosna
dob bolesnika, retka zastupljenost malignih éelija (poznate kao Hockinove i Rid-Sternbergove éelije)
uz obilno tumorsko mikrookruZenje koje je bogato imunim efektorskim celijama, i visoka stopa
izleCenja (24). Po pitanju klasifikacije, HL se deli na klasicni HL (CHL) i nodularna limfocitna
predominacija HL (NLPHL). Nadalje se CHL deli na 4 podtipa (u¢estalost unutar CHL): nodularna
skleroza (oko 70%), meSana celularnost (20-25%), limfocitima bogat (oko 5%) 1 limfocitna deplecija
(<1%). CHL ¢ini preko 90% svih sluc¢ajeva HL (25). Ova podela je zadrZana i u poslednjoj WHO
klasifikaciji limfoidnih neoplazmi (3). Medutim, postoji debata oko tipa nodularne limfocitne
predominacije. Naime, Clinical Advisory Committee (4) je prestavio svoj konsenzus po pitanju
klasifikacije zrelih limfoidnih neoplazmi, u kojima se NLPHL, zbog svojih bioloskih i klini¢kih
razlika sa CHL 1 sli¢nosti sa T-cell/histiocyte-rich B-Celijskim limfomom (26), preimenuje u
nodularni limfocitima predominantan B-¢elijski limfom (NLPBL). NLPBL se moze javiti kao gradus
1 ili gradus 2, a to ima terapijsku implikaciju u vidu klinicke preporuke da se gradus 2 le¢i kao difuzni
B-krupnocelijski limfom (DBKL), a ne kao HL (27).

Ukupna incidencija HL je mala, u Evropi oko 2-3 slucaja na 100 000 stanovnika, ali HL
predstavlja jedan od naj¢es¢ih maligniteta medu mladima (24). HL ima bimodalnu distribuciju sa dva
u potpunosti razjaSnjena. U oko 30-40% slucajeva CHL (tacnije podtipa nodularne limfocitne
predominacije) u Evropi i Severnoj Americi Hoc¢kinove i Rid-Sternbergove éelije su latentno
pozitivne na EBV, a ovaj procenat ide do 80% slucajeva kod dece u centralnoj i juznoj Americi (29—
31). Kao i kod NHL, poseban faktor rizika za razvoj HL predstavljaju stanja kako urodene tako i
steCene imunodeficijencije (32). Genetska predispozicija ima svoje mesto u etiologiji HL, pre svega
u CHL. Od ranije je poznato da su odredeni HLA aleli povezani sa povec¢anim rizikom od HL, pri
¢emu su aleli HLA klase I povezani sa EBV pozitivnim CHL, a aleli HLA klase II sa EBV negativnim
CHL (33).

Najveci broj pacijenata se prezentuje u prvom ili drugom klini¢kom stadijumu po Ann Arbor-

u i ima dobru prognozu. Izolovana limfadenopatija bez B simptomatologije predstavlja najces¢i znak.

Limfadenopatija se najfrekventnije javlja cervikalno, aksilarno ili medijastinalno, a samo oko 10%

pacijenata se prezentuje sa tumorskom masom infradijafragmalno. Oko 25% pacijenata ima B

simptomatologiju (34,35). Febrilnosti su uglavnom iregularne, a retko cikliCan obrazac visoke
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febrilnosti u trajanju od 1-2 nedelje, koji se naizmeni¢no prati sa afebrilnim periodima slicnog
trajanja, poznat kao Pel-Ebstajnov tip temperature, je prakti¢no dijagnosticki za HL (36). Kod oko
10% pacijenata se javlja specifi¢an simptom u vidu bola u zahvaé¢enim limfnim Zlezdama tokom
konzumacije alkohola, i vrlo je specifi¢an za HL (36,37). Postupak postavljanja dijagnoze prati iste
principe kao kod NHL, neophodna je adekvatna biopsija tumorske mase, a dijagnoza se postavlja
patohistoloSkom 1 imunohistohemijskom analizom bioptiranog materijala.

Standard lecenja je primena hemioterapije, a pristup i tok leCenja neretko variraju od
institucije do institucije. U Evropi se najviSe koriste preporuke za leCenje HL izdate od strane
Evropskog udruzenja za medikalnu onkologiju (European Society for Medical Oncology, ESMO)
(38). Standard lecenja u Evropi je ABVD protokol (doksorubicin, bleomicin, vinblastin, dakarbazin)
(izuzev Nemacke gde se koristi protokol BEACOPP (bleomicin, etopozid, doksorubicin,
ciklofosfamid, vinkristin, prokarbazin, prednizolon)), ¢iji se broj ciklusa adekvatno procenjuje
sprovodenjem interim-PET/CT snimanja (pozitron emisiona tomografija/kompjuterizovana
tomografija). Terapijski odgovor HL direktno zavisi od uznapredovalosti bolesti. Stopa izlecenja kod
pacijenata sa izostankom bulky tumorske mase u I i II klinickom stadijumu je oko 90-95% 1 oko 70-
80% kod pacijenata sa uznapredovalom boles¢u (24).

1.2. IMUNOLOSKA DISREGULACIJA I AKTIVIRANA INFLAMACIJA KOD LIMFOMA

S obzirom da su limfomi vrlo heterogena grupa neoplazmi, posledi¢no se njihova bioloska
raznolikost ogleda u razli¢itim mehanizmima napredovanja bolesti 1 razvoja komplikacija. Posebna
patofizioloSka karakteristika je imunoloska disregulacija, koja je usko povezana sa aktivacijom
inflamacije. Kao $to je ve¢ napomenuto, duboka disregulacija imunoloskog sistema, kao u HIV
infekciji ili kod pacijenata koji su bili podvrgnuti solidnoj transplantaciji organa, €ini jedan od
najvecih rizika za razvoj NHL. Manje izraZena imunoloska disregulacija, u vidu autoimunih bolesti 1
subklinickih imunodeficijencija, takode je povezana sa poviSenim rizikom za razvoj NHL (39-42).
Poznato je da prisustvo hroni¢ne inflamacije moze doprineti razvoju maligniteta (43,44). Aktivacija
B-limfocita zahteva da se ove ¢elije podvrgnu razli¢itim procesima modifikacije
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK): somatske hipermutacije, rekombinacije gena za teSki lanac
imunoglobulina. Greske tokom ovih procesa mogu rezultirati molekularnim lezijama u genetickom
materijalu (onkogene mutacije, hromozomske translokacije), a navedeno moze dovesti do razvoja B-
¢elijskih neoplazmi (45—47). Sli¢no B-¢elijama, kod T-¢elija takode dolazi do rekombinacije gena za
T-¢elijski receptor ali ne podlezu somatskim hipermutacijama niti class-switch rekombinacijama
(42). S obzirom na navedeno, u ve¢em broju studija su ispitivani mehanizmi i potencijalni solubilni
markeri inflamacije koji mogu imati uc¢esc¢a u limfomagenezi. Znacajan doprinos na ovu temu su dali
Makgoeng 1 sar. (48) sa meta-analizom studija koje su ispitivale markere inflamacije i aktivacije
imunoloskog sistema kod NHL.

Interleukin 6 (IL-6), koji predstavlja pluripotentni citokin koji moze stimulisati B-¢elijsku
proliferaciju i diferencijaciju, podstice ¢elijsko prezivljavanje kako zdravih tako i malignih ¢elija
(49). Pored uticaja i1 uloge u adaptivnom imunitetu, IL-6 ima bitnu funkciju u modulaciji urodenog
imuniteta, pre svega preko regulacije hemokina koji aktiviraju neutrofile i apoptoze neutrofila od
strane IL-6 (50). IL-6 je povezan sa Th17 imunoloskim odgovorom, koji je povezan sa razvojem NHL
(48).

Interleukin-10 (IL-10) ima stimulativni efekat na B-¢elije 1 postoje indicije da podstice
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limfomagenezu (51-53). Ovaj nalaz je takode naveden u prethodno pomenutoj meta-analizi (48).

Faktor nekroze tumora o (Tumor necrosis factor — a, TNF-a) predstavlja potentni
proinflamatorni citokin koji indukuje B-¢elijsku aktivaciju, rast, diferencijaciju, apoptozu i
hemotaksu (54,55). Potencijalni mehanizmi kojima TNF-a doprinosi limfomagenezi su visestruki,
odnosno kroz prezivljavanje B-Celija, diferencijaciju i proliferaciju aktivacijom puta nuklearnog
transkripcionog faktora kB (NF-«B) (51,55). Poseban haplotip TNF-a (AG haplotip) i homozigotni
status alela TNF-0-308 povezani su sa razvojem DBKL (56). Nalaz povisenih nivoa TNF-a je uocen
1 u meta-analizi (48), sa ve¢im nivoom kod pacijenata sa HIV infekcijom.

Hemokin CXCL13 i njegov receptor CXCRS imaju centralnu ulogu u tranziciji antigen
naivnih B-Celija u 1 unutar folikula sekundarnih limfoidnih organa. Ovaj homing B-Celija je
neophodan za proces prezentacije antigena i aktivacije unutar germinativnog centra, $to predstavlja
esencijalni element u razvoju i strukturi sekundarnih limfoidnih organa i u diferencijaciji B-¢elija u
plazma ¢elije (57,58). Utvrdeno je da genetske varijacije u CXCRS imaju uticaj u limfomagenezi, pre
svega kod folikularnog NHL (59). Povecana ekspresija CXCL13/CXCRS uocena je kod NHL
povezanih sa AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) (60,61).

CD23, receptor za Fc IgE, moZe se proteoliticki odvojiti od povrSine B-¢elija 1 na taj nacin
nastaje njegov solubilni oblik (sCD23). Kroz stimulativno dejstvo IL-4, IL-13 i infektivnih agenasa,
aktivirane B-Celije povecavaju ekspresiju i1 proteolizu CD23, a time se posledi¢no i povecava
koncentracija sCD23 u serumu. Serumski sCD23 dalje uti¢e na stimulaciju B-¢elija, $to potencijalno
dovodi do aberantne rekombinacije, odnosno limfomageneze (62,63). U meta-analizi Makgoeng i sar.
(48) utvrdili su povisene nivoe sCD23, te zakljucili da sCD23 moze biti biomarker za razvoj NHL,
nezavisno od HIV statusa, pre svega za DBKL 1 folikularni NHL.

[zuzetno bitna i do danas nedovoljno istrazena oblast jeste tumorska mikrosredina (TME) kod
limfoma kao izvor inflamatorne disregulacije i inflamatornog potencijala. TME, u sekundarnim
limfoidnim organima ili u koStanoj srzi, predstavlja vrlo kompleksan ¢elijski kompartment koji
ukljucuje nehematopoetske stromalne ¢elije, ekstracelularni matriks (ECM), limfocite i subpopulacije
mijeloidnih ¢elija (64). Tokom tumorigeneze, normalna stroma odrzava premaligne celije pod
kontrolom, ali promene u mikrosredini u pravcu inflamatornog miljea, dovode do remodelovanja
tkiva i progresije tumora (65). Dinami¢na komunikacija i odnos izmedu limfomskih ¢elija i TME
aktivno oblikuje celijsku niSu koja podrzava tumor, kombinuju¢i mehanizme za izbegavanje
imuniteta, prezivljavanja i obezbedivanja faktora rasta ¢elijama limfoma (64). U skorije vreme, TME
se smatra bitnim faktorom u patogenezi i progresiji limfoma zbog gore pomenutih uloga, ali takode i
zbog okidac¢a imunoloske disregulacije (32). U novijim publikacijama se akcentuje i uloga ECM,
kojoj se prethodno nije pridavala veéa znaCajnost. Naime, ECM se strukturalno sastoji od
intersticijalnog matriksa, koji se primarno sastoji od stromalnih ¢elija i bazalne membrane,
strukturalnog integriteta i regulacije ¢elijskog ponasanja u organima (66,67). Denzitet i orijentacija
ECM moze uticati na migraciju imunih celija 1 regulaciju njihove aktivnosti, odgovorni su za
inflamaciju povezanu sa tumorom (tumor-associated inflammation) i reguliSu trodimenzionalnu
tumorsku arhitektoniku, $to uti¢e na tumorsku progresiju (67,68). U ekstenzivnom radu autora Kotlov
1 sar. (69), koji su se bavili TME kod pacijenata sa DBKL, najpre su precizirali pojam limfomskog
mikrooruzenja (lymphoma microenvironment, LME). Potom su, koriste¢i funkcionalne potpise
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genske ekspresije (Functional Gene Expression Signatures, FOE%) LME podelili na 4 glavna klastera:
GC-like, mezenhimalni, inflamatorni (IN-LME) i deplecirani. Rezultati su pokazali da se kod
pacijenata sa DBKL kod kojih je preovladavao IN-LME postizao losiji terapijski odgovor na
konvencionalnu terapiju. Dodatno, kod IN-LME bilo je vece prisustvo prolimfomskih citokina (IL-
10, TNF-a).

1.2.1. BIOMARKERI INFLAMACIJE

Klasi¢ni indikatori nivoa inflamacije su broj leukocita i standardizovani reaktanti akutne faze:
C-reaktivni protein (CRP), brzina sedimentacije eritrocita (ESR) i fibrinogen. Medutim, danas postoji
znacajan broj novih markera koji su bazirani na osnovnim markerima inflamacije. Specifi¢nost novih
markera povezanih sa inflamacijom jeste da kombinuju visSe prostih parametara inflamacije, na taj
nacin se dobija reprezentativnija informativnost, uvode¢i odnos prostih parametara kao poseban,
izvedeni indikator (Slika 1.). Markeri povezani sa inflamacijom se mogu svrstati prema osnovnom
parametru na koji se dominantno oslanjaju (npr. neutrophil-related markers, platelet-related markers,
monocyte-related markers, albumin-related markers, CRP-related markers). Odnos neutrofila i
limfocita (neutrophil-to-lymphocyte ratio, NLR) 1 odnos trombocita i limfocita (platelet-to-
lymphocyte ratio, PLR) su noviji biomarkeri sistemske inflamacije (70). NLR i PLR su pokazali
prognosticki znacaj za ispitivane ishode u razli¢itim poljima medicine (71-80), kako u nemalignim,
tako 1 u malignim oboljenjima. Pored toga, njihova potencijalna mo¢ predikcije venskog
tromboembolizma (VTE) kod pacijenata sa malignitetom koji primaju hemioterapiju, potvrdena je u
nekoliko novijih istrazivanja (81-83), stavljaju¢i akcenat na sistemsku inflamaciju povezanu sa
tumorom kao indikatora tumorske progresije. Medutim, pouzdanost i prediktivne performanse ovih
parametara u detekciji VTE kod pacijenata sa limfomom do sada nisu ispitivane.

Ushodna regulacija Nishodna regulacija

Neutrofil

NLR Limfocit
PLR )

Trombocit

LMR PNI

Monocit LCR| (SIS

A J

Albumin

GPS/mGPS

Slika 1. — Pregled markera povezanih sa inflamacijom (inflammation-related markers). Serumski

parametri inflamacije se mogu podeliti u dve grupe: oni koji podlezu ushodnoj regulaciji 1 oni koji

podlezu nishodnoj regulaciji. Kombinacija dva parametra se moze koristiti kao marker povezan sa
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inflamacijom (preuzeto i adaptirano iz Yamamoto i sar. (84))

Legenda: CRP, C-reaktivni protein; NLR, odnos neutrofila i limfocita (neutrophil-to-lymphocyte ratio); PLR, odnos
trombocita i limfocita (platelet-to-lymphocyte ratio); LMR, odnos limfocita i monocita (lymphocyte-monocyte ratio);
LCR, odnos limfocita i C-reaktivnog proteina (lymphocyte-to-C-reactive protein ratio); SIS, skor sistemske inflamacije
(systemic inflammation score), GPS, Glazgov prognosticki skor (Glasgow prognostic score), mGPS, modifikovani
Glazgov prognosticki skor (modified Glasgow Prognostic Score)

1.3. TROMBOZA POVEZANA ZA TUMOROM (CANCER-ASSOCIATED THROMBOSIS)

Tromboza povezana sa tumorom (cancer-associated thrombosis, CAT) predstavlja znacajnu
komplikaciju lecenja bolesnika sa malignitetom, a ujedno je i glavni uzrok nekancerske smrtnosti kod
pacijenata sa malignitetom koji ambulantno primaju sistemsku terapiju (85). Maligniteti su povezani
sa povecanom incidencijom VTE (od 4% do 20%) 1 arterijskih tromboza (od 2% do 5%) (86). VTE
je vise istrazivan i proucavan od arterijske tromboze, pri ¢emu pacijenti sa malignitetom imaju 4-7
puta ve¢i rizik za razvoj VTE u poredenju sa opstom populacijom, uglavnom koncentrisanom u prvih
nekoliko meseci nakon postavljanja dijagnoze tumora. Vise od polovine smrtnih ishoda uzrokovanih
pluénom embolijom (PE) su potencijalno preventabilni, kroz primenu odgovarajuce
tromboprofilakse. Medutim, neophodno je balansirati s obzirom na povecani rizik za krvarenje kod
pacijenata sa malignitetom koji primaju antikoagulantnu terapiju (87). Takode, VTE je i signifikantan
javnozdravstveni problem, s obzirom na finansijsko i vremensko opterecenje koje se generiSe
dijagnostickim 1 terapijskim procedurama povezanim sa ovom komplikacijom (88). Ucestalost VTE
zavisi od tipa tumora (89,90). Tumori se uslovno mogu podeliti u 3 grupe prema riziku za razvoj
VTE: visokog rizika (pankreati¢ni, ovarijalni, tumori mozga, Zeluca, ginekoloSki i hematoloski
tumori), intermedijarnog rizika (kolon i pluca) i niskog rizika (tumor dojke i tumor prostate) (91-94).
Relativni rizik za razvoj VTE kod pacijenata sa razli¢itim malignitetima je prikazan u Tabeli 2. Ovaj
podatak vodi ka zakljucku da su u proces razvoja VTE ukljuceni brojni patofizioloski mehanizmi i
da verovatno zavise od tipa tumora, ali i od brojnih drugih faktora vezanih i za individuu.

Tabela 2. — Relativni rizik dijagnoze VTE kod hospitalizovanih pacijenata sa malignitetom (preuzeto
1 adaptirano iz Fernandes 1 sar. (95) 1 Blom 1 sar. (96))

Maligniteti Odnos Sansi (Odds ratio)
Hematoloski 26,2

Plu¢a 24,8
Gastrointestinalni (kolon, pankreas, zeludac, jednjak) 18,9

Mozak 8

Bubreg 5.8

Koza (melanom, skvamocelularni karcinom) 3,6

Dojka 3,5




Prostata 3,4

Uterus (cerviks) 3.3
Ovarijum 2,3
Uho, nos, grlo 1,5
Ostali 6,6

1.3.1. PATOFIZIOLOGIJA CAT

Istorijski gledano, prve naznake povezanosti izmedu tumora i nastanka tromboze datiraju jos
iz 1823. godine, kada je Jean Baptiste Bouillaud prvi publikovao ovu pretpostavku (97,98). Potom je
Armand Trousseau 1865. godine uspostavio povezanost izmedu migratornog tromboflebitisa i
visceralnog maligniteta (99). Interesantna je ¢injenica da je Truso sam sebi postavio dijagnozu, da bi
od iste i preminuo 1867. godine. Do danas su mnoge studije potvrdile vezu izmedu tumora i VTE.
Patogeneza CAT je multifaktorijalna i kompleksna. Poremecaji u svim aspektima Virhovljeve trijade
mogu doprinijeti nastanku tromboze. Hiperkoagulabilnost moze biti indukovana aberantnom
ekspresijom tkivnog faktora (TF) direktno na tumorske ¢elije ili na ekstracelularne vezikule (EV)
porekla tumora. Tumorom indukovana inflamacija i proinflamatorni citokini porekla tumora takode
mogu doprineti aktivaciji koagulacije, depoziciji fibrina 1 formiranju tromba. Specifi¢na
antikancerska terapija, uklju¢ujuci zracenje i hemioterapiju, indukuje oStecenje endotela i njegovu
aktivaciju, Sto rezultira oslobadanjem multimera von Vilebrandovog faktora (vWF), $to indukuje
agregaciju trombocita. Tumorska masa moze direktno doprineti venskoj stazi kroz fizicku kompresiju
na venu, povecavajuéi turbulentni venski tok koji trigeruje aktivaciju koagulacije. Promene u naponu
smicanja (shear stress) takode mogu trigerovati aktivaciju ¢elija imunoloskog sistema, dodatno
stvarajuci prokoagulantnu sredinu (Grafikon 2) (100).
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Grafikon 2. — Patofiziologija CAT (preuzeto i adaptirano iz Dhami i sar. (100))

Legenda: VTE, venski tromboembolizam, NET, neutrofilne ekstracelularne zamke (neutrophil extracellular traps); TF,
tkivni faktor; VWF, fon Vilebrandov faktor; UL-VWF, ultra-veliki fon Vilebrandov faktor

U glavne mehanizme CAT spadaju ekspresija hemostatskih proteina od strane kancerskih
¢elija, produkcija EV, produkcija inflamatornih citokina (TNF-a, IL-1p, itd.) i proangiogenih faktora
(vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), bazicni fibroblastni faktor rasta (bFGF)) od strane
tumorskih celija i/ili ¢elija domacdina, uz ekspresiju adhezionih molekula koji se vezu za trombocite,
endotelne celije 1 leukocite. Svi pomenuti mehanizmi takode doprinose tumorskoj progresiji
(101,102).

Medu prokoagulantnim materijama koje vode poreklo od kancerskih celija, najvise je
dokumentovana uloga TF. HematoloSki maligniteti, slicno znac¢ajnom broju solidnih tumora
(maligniteti pankreasa, dojke, ovarijjuma, mozga, pluca), eksprimiraju poviSene vrednosti TF
(91,103-106). TF ima krucijalnu ulogu u CAT na nacin da direktno aktivira faktor VII, stvarajuci
kompleks TF-FVIIa. Taj kompleks indukuje aktivaciju FX u FXa, koji onda dovodi do generisanja
trombina, 1 simultano stimuliSe i amplifikuje koagulacionu kaskadu. Amplifikacija koagulacione
kaskade dalje promovise aktivaciju trombocita, a svi pomenuti procesi finalno rezultiraju
formiranjem tromba (107). Takode, TF indukuje ekspresiju VEGF od strane malignih ¢elija i zdravih
¢elija domacinovog vaskularnog sistema. Na taj nacin reguliSe tumorsku neo-vaskularizaciju i stvara
konekciju izmedu koagulacije, inflamacije, tromboze, tumorskog rasta i metastaza (102,108).
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Povecana ekspresija TF korelira sa loSijim terapijskim ishodom leCenja, a takode je uocena
povezanost izmedu ekspresije TF 1 razvoja metastatske bolesti (100,109). TF je eksprimiran i na EV
porekla tumorskih ¢elija o ¢emu ¢e detaljno biti reci u posebnom poglavlju.

Tumorske ¢elije mogu direktno indukovati aktivaciju i agregaciju trombocita putem direktnih
1 indirektnih mehanizama, poput sekrecije agonista agregacije trombocita (adenozin difosfat (ADP),
trombin), ekspresije trombocitnih liganada na kancerskim ¢elijama (podoplanin i CD40) (106,110).
S obzirom na navedeno, skovan je poseban termin tumor-cell induced platelet aggregation (TCIPA)
(110). Dodatno, TCIPA korelira sa poviSenim metastatskim potencijalom (110,111).

Kancerski prokoagulant (cancer procoagulant, CP) je cistein proteinaza, koja moze direktno
aktivirati FX, nezavisno od FVII, a potom aktivirani FX stvara trombin i amplifikuje koagulacionu
kaskadu (98,112,113). CP je eksprimiran u embrionskim tkivima i u mnogim malignim ¢elijama, ali
nije prisutan kod normalnih, diferentovanih celija, te je prisustvo CP koris¢eno kao marker
diferencijacije izmedu zdravih i malignih ¢elija (114).

Prisustvo 1 potencijalna uloga EV u razvoju CAT je danas vrlo aktuelna tema. S obzirom na
znacajnost teme za celokupan rad, njima je posveceno posebno poglavlje u uvodnom delu disertacije
(u nastavku).

Inhibitor aktivatora plazminogena-1 (PAI-1), sekretovan od strane kancerskih ¢elija, inhibiSe
fibrinoliti¢ki sistem te promoviSe fibrinogenezu, $to ima za posledicu poveéavan rizik za razvoj
tromboze (87,91,98,101,102,106). Novije publikacije sugeriSu da PAI-1 nije samo konsekvenca ve¢
i da signifikantno doprinosi inflamaciji povezanoj sa tumorom: stimuliSe produkciju IL-8 i
leukotrijena B4, stimuliSe migraciju inflamatornih ¢elija (115).

Postoji nekoliko mehanizama putem kojih kancerske celije aktiviraju prokoagulantni
potencijal normalnih ¢elija domacina: 1) sekrecija solubilnih medijatora, ukljucujuéi inflamatorne
citokine (TNF-a, IL-1B), proangiogenih agenasa i1 stimulatora rasta (VEGF, itd.), agonista agregacije
trombocita (ADP 1 trombin); 2) ekspresija povrSinskih adhezionih molekula i/ili liganda, koji
posledi¢no vrse adheziju drugih ¢elija iz cirkulacije i adheziju za endotel krvnog suda (101,102).

Hematoloski fenomeni koji se neretko sre¢u kod pacijenata sa malignim bolestima su
leukocitoza i trombocitoza, a prema dostupnim podacima, iste se smatraju dodatnim faktorima koji
mogu doprineti razvoju CAT (91,116). Ipak se posebno akcentuju trombociti, odnosno procesi
aktivacije 1 agregacije trombocita, €iji se potencijal viSestruko povecava pod uticajem maligne bolesti
(101). U nedavnim publikacijama istice se sposobnost ¢elija tumora da sekretuju faktore koji
aktiviraju trombocite: ADP, tromboksan A2 (TxA2) i CD40L, $to dalje vodi ka agregaciji trombocita
(87,102,117,118).

Specifi¢na sposobnost aktiviranih neutrofila jeste formiranje neutrofilnih ekstracelularnih
zamki (neutrophil extracellular traps, NET), koje se sastoje od DNK, histona, i proteina iz
neutrofilnih granula (87), a istrazivanja su pokazala da neutrofili i NET formacije mogu imati
znacajnu ulogu u razvoju CAT (119). Stimulacija neutrofila od strane razliitih agenasa i medijatora,
poput aktiviranih endotelnih ¢elija, IL-8, TNF-a, granulocitni faktor rasta (G-CSF), moze indukovati
razvoj NET, u kojeg se poput mreze hvataju trombociti, eritrociti 1 drugi prokoagulantni faktori.
Sastavni deo NET su histoni, koji aktiviraju trombocite preko Tolu-sli¢nih receptora (7oll-like
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receptors, TLR). Dodatno, histoni poti¢u oslobadanje vWF iz endotelnih ¢elija, koji dalje omogucava
adheziju trombocita i povecava rizik od razvoja tromboze (87,102,118). Trombocitni TLR4 moze
otpoceti formiranje NET u aktiviranim netrofilima, dok aktivirani trombocitni P-selektin moze
aktivirati neutrofile kroz P-selektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-1) i trigerovati formiranje NET
(110,120,121).

Tema 1 uloga kojoj se kroz vreme posvecuje sve vise paznje jeste komplikovana interakcija
inflamacije 1 CAT. Kao §to je prethodno detaljno obrazloZeno, inflamacija ima zna€ajnu ulogu i u
kancerogenezi, ali i u propagaciji maligne bolesti. Kod veceg broja stanja povezanih sa inflamacijom
primecena je poviSena incidencija razvoja trombotickih komplikacija, te je skovan i termin
»inflamacijom indukovana tromboza“ (122), a inflamacija je prepoznata kao signifikantna
komponenta biologije malignih bolesti (123,124). Disregulacija hemostaze i inflamacije kod
pacijenata sa limfomom moze imati ulogu u razvoju VTE (102,125).

1.4. EKSTRACELULARNE VEZIKULE

Medunarodno drustvo za ekstracelularne vezikule (International Society for Extracellular
Vesicles, ISEV), u poslednjem azuriranju svojih preporuka vezanih za nomenklaturu i standardizaciju
EV (Minimal information for studies of extracellular vesicle, MISSEV), definisu EV (takode poznate
kao mikropartikule, mikrovezikule, egzozomi) kao genericki termin za formacije koje se prirodno
oslobadaju iz ¢elije 1 koje su ogranic¢ene lipidnim dvoslojem i koje se ne mogu replicirati (tj. ne sadrze
funkcionalno jedro) (126). Polje EV je dosta optere¢eno raznolikom i nestandardizovanom
nomenklaturom, te su preporuke ISEV iz 2014. 1 2018. godine imale za cilj da standardizuju kako
laboratorijske procedure vezane za izolaciju, kvantifikaciju i karakterizaciju EV, tako i terminologiju
koja se koristi u ovom vrlo dinami¢nom nau¢nom polju. EV su prvi put detektovane u diferencijaciji
retikulocita pre vise od tri decenije, i tada se smatralo da su EV deo sistema ¢elije za odlaganje otpada
(127,128). Medutim, opsezna ispitivanja u poslednje dve decenije bila su klju¢na za promenu
paradigme u pravcu sofisticirane uloge EV u brojnim fizioloskim i patoloskim procesima, gde se EV
otpustaju od strane razliitih ¢elija: trombocita, eritrocita, limfocita, dendriticnih ¢elija, endotelnih
¢elija, tumorskih ¢elija (129,130). Generalno, EV se sastoje od Sirokog spektra razli¢itih vezikula
veli¢ine od 30 do 1000 nm, koje mogu imati vrlo raznovrstan sadrzaj. Do sada publikovani podaci
ukazuju da EV imaju klju¢nu ulogu u inter-¢elijskoj komunikaciji, naravno pored sekrecije malih
molekula (sekretoma) 1 direktnog celijskog kontakta kao vidova inter-¢elijske komunikacije (131).
EV imaju kompleksnu ulogu u regulaciji ¢elijske smrti (promociji i atenuaciji) i regulaciji inflamacije,
u fizioloSkim i patoloSkim stanjima (Grafikon 3).
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Grafikon 3. — Uloge EV u posredovanju ¢elijske smrti 1 inflamacije (preuzeto i adaptirano iz
Sanwlani i sar. (132))

Legenda: EV, ekstracelularne vezikule; ApoEV, apoptotske ekstracelularne vezikule

1.4.1. EVI MALIGNITETI

Broj EV je oko dva puta ve¢i u krvi pacijenata sa kancerom (133). Razlog povecanih vrednosti
EV kod pacijenata sa malignitetom nije u potpunosti razjaSnjen, ali je poznato da su ESCRT
(endosomal sorting complexes required for transport) geni, kao 1 drugi lipidi i1 proteini koji imaju
ulogu u formiranju EV, eksprimirani i poviSeni kod razli€itih vrsta tumora (134,135). Pomo¢u EV
tumorske celije ,,transportuju’ razli¢ite materije ka celijama recipijentima. Ovaj materijal moze
sadrzati materije koje imaju pro-tumorski potencijal, poput faktora rasta ili produkata ekspresije
onkogena, ali i informacionu ribonukleinsku kiselinu (iRNK), i mikro RNK (miRNK) §to dalje utice
na celularne funckije target ¢elija na transkripcionom i post-transkripcionom nivou. Nadalje, EV
mogu uticati i na TME, na na¢in da podsticu dalji rast tumora. Jedan od nacina je indukovanje okolnih
¢elija TME u transformaciju ka fibroblastima povezanih sa tumorom, koji potom stvaraju adekvatnu
niSu za razvoj tumora. EV takode mogu doprineti angiogenezi i remodelovanju ECM na nacin da
potpomazu razvoj metastatske bolesti (135). Pored pomenutog, EV bi mogle imati ulogu u
neinvazivnoj detekciji tumora pomocu tecnih biopsija (liquid biopsy) uzoraka krvi, urina ili drugih
telesnih te¢nosti iz kojih bi se mogla izolovati i kvantifikovati tumorska miRNK ili iRNK (135-137).

1.4.2. EV, CAT I INFLAMACIJA

Uloga EV u CAT ispitivana je u animalnim modelima i kod ljudi. Prokoagulantna aktivnost
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EV potice od njihove negativno naelektrisane plazma membrane, koja sluzi kao kataliticka povrSina
za vitamin K zavisne faktore koagulacije: FII, FVII, FIX, FX. Fosfatidilserin (PS) na EV vezuje
faktore koagulacije i povecava kataliticku efikasnost reakcija koagulacije koje su zavisne od
fosfolipida, poput kompleksa tenaze i protrombinaze (87). EV mogu bili ,,nosa¢* razli¢itih molekula,
od kojih pojedini imaju protromboticki potencijal: TF, inflamatorni molekuli, podoplanin, P-selektin,
PSGL-1 (87,138,139). Jos jedan prediktor CAT je i povecan broj leukocita, koji se javlja kod
pojedinih maligniteta (140). Stvaranjem NET, neutrofili imaju vaZnu ulogu u trombogenezi i CAT
(135,141). Pored toga, EV su povezane sa stanjima kako akutne tako 1 hroni¢ne inflamacije. Nedavno
EV su zadobile paznju kao medijatori i biomarkeri inflamacije (132). Procesi i mehanizmi razvoja
CAT i inflamacije na terenu maligne bolesti, su vrlo kompleksni i delomi¢no se preklapaju (Grafikon
4).
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Grafikon 4. — Glavne funkcije EV u inflamaciji, tumoru i trombozi (preuzeto i adaptirano iz Beck i
sar. (135))

Legenda: EV, ekstracelularne vezikule; TF, tkivni faktor; NET, neutrofilne ekstracelularne zamke; miRNK, mikro
ribonukleinska kiselina; iRNK, informaciona ribonukleinska kiselina; DAMPs, molekularni obrazac povezan sa
oste¢enjem (damage-associated molecular pattern); PS, fosfatidilserin
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1.5. VTE KOD PACIJENATA SA LIMFOMOM
1.5.1. EPIDEMIOLOGIJA VTE KOD PACIJENATA SA LIMFOMOM

Kao $to je prethodno istaknuto, limfomi se odlikuju izraZenom heterogenos$¢u, §to se
reflektuje 1 na varijabilnost podataka o ucestalosti VTE kod pacijenata sa limfomom. U literaturi se
navodi da se stopa VTE krece od 1,5% do ¢ak 59,5%, sa najvec¢om incidencijom kod bolesnika sa
primarnim limfomom centralnog nervnog sistema (PCNSL) (142-144), a na drugom mestu
ucestalosti VTE je primarni medijastinalni B-¢elijski limfom (PMBCL) (142,145,146). Velika meta-
analiza pacijenata sa limfomom i trombotickim komplikacijama (147), koja je obuhvatila nesto preko
18 hiljada bolesnika sa limfomom, publikovala je ukupnu incidenciju trombotickih komplikacija od
6,4% (VTE 1 arterijske tromboze), sa znacajno ve¢om stopom tromboza kod NHL, u poredenju sa HL
(6,5% vs. 4,7%). Sto se tice HL, studija Nemacke studijske grupe za Hockinov limfom (GHSG)
pokazala je stopu trombotickih komplikacija od 3,3% (148). S obzirom na znacajnost teme, niz autora
potvrduje visoku incidenciju VTE kod bolesnika sa limfomom: Zhou i sar. (149) — 17,1%, Yokoyama
1 sar. (146) — 11%, Yildiz i sar. (150) — 9,2%, Mohren 1 sar. (151) — 7,7%, Rupa-Matysek 1 sar. (152)
— 21,2%, Hohaus 1 sar. (153) — 11,1%. Karakteristika koja je prisutna u vecini publikacija jeste
signifikantno vec¢a incidencija VTE kod pacijenata sa agresivnim limfomima u odnosu na pacijente
sa indolentnim limfomima (102,151,154,155).

1.5.2. FAKTORI RIZIKA I MODELI ZA PROCENU RIZIKA ZA RAZVOJ VTE KOD
PACIJENATA SA LIMFOMOM

Identifikacija faktora rizika za razvoj VTE kod bolesnika sa malignitetima je proces od
izuzetne znacajnosti, pre svega zbog uticaja ovih komplikacija na morbiditet i mortalitet kod ove
vulnerabilne grupe pacijenata, ali i zbog formiranja strategija za prevenciju ovih komplikacija.
Medutim, heterogenost malignih oboljenja dodatno komplikuje ovaj zadatak, tako $to se spektar
potencijalnih faktora rizika amplifikuje.

Faktori rizika za razvoj VTE se mogu podeliti u tri grupe: prva grupa - faktori u vezi sa
malignitetom, druga grupa - faktori povezani sa leCenjem, tre¢a grupa - faktori povezani sa
bolesnikom (104,142,156). Anti¢ i sar. (157) su se fokusirali na VTE kod pacijenata sa limfomom, te
su modifikovali klasifikaciju faktora rizika (Tabela 3).

Tabela 3. — Faktori rizika za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom (preuzeto i adaptirano iz Anti¢
i sar. (157) i Khorana i sar. (156))

Faktori povezani sa Faktori povezani sa Faktori povezani sa leCenjem
pacijentom limfomom

Godine starosti Histoloski tip limfoma Hemioterapija

Rasa Lokalizacija Hirurgija

Pol Klini¢ki stadijum Primena suportivne terapije
Trudnoca

Prisustvo centralnog venskog
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katetera

Komorbiditeti Hospitalizacija
Performans status Hormonska terapija
Trombofilije Transfuzije
Gojaznost

Prethodne tromboze

Prethodni tromboticki dogadaji predstavljaju znacajan faktor rizika za razvoj VTE. Ova
¢injenica posebno dobija na znacaju u grupi bolesnika obolelih od maligniteta. Naime, bolesnici sa
malignitetom sa podatkom o prethodnom VTE dogadaju imaju 6-7 puta veéi rizik za razvoj VTE u
poredenju sa pacijentima sa malignitetom koji prethodno nisu imali VTE (158). Gojaznost je faktor
rizika 1 prediktor razvoja VTE (156,159), a potencijalni faktor rizika je i upotreba hormonske terapije
(160). S obzirom na povezanost prisustva lupus antikoagulansa (LA) i razvoja tromboza, pacijenti sa
LA zahtevaju posebnu paznju (157,161,162). Tacnije, LA predstavlja veci faktor rizika za rekurentnu
VTE, a slabiji faktor rizika za primarnu trombozu (163). Unutar NHL, prisustvo LA se najvise srece
kod spleni¢nog limfoma marginalne zone (SMZL) (102,164,165).

Khorana 1 sar. (166) su pioniri u razvoju modela (skora) za procenu rizika (risk assessment
model, RAM) razvoja VTE kod nehospitalizovanih pacijenata koji primaju hemioterapiju. Khorana
skor (KS) je sastavljen od pet varijabli: mesto tumora (2 boda za vrlo visoko rizicna mesta, 1 bod za
visoko rizi¢na mesta), broj trombocita >350 x10%/L (1 bod), hemoglobin <100 g/L (1 bod), broj
leukocita >11 x10°/L (1 bod) i indeks telesne mase (BMI) >35 kg/m? (1 bod). Na osnovu zbira
bodova, izvrSena je stratifikacija u tri grupe rizika za razvoj VTE: nizak (zbir 0), srednji (zbir 1-2) i
visok (zbir >3). Iako su se performanse KS pokazale kao uslovno zadovoljavajuce za identifikaciju
visoko rizi¢nih pacijenata sa kancerom, le¢enih ambulantno, koji bi imali benefit od tromboprofilakse
(101,167), skor se nije pokazao u potpunosti zadovoljavaju¢im kod grupe pacijenata obolelih od
limfoma (168). Takode, kao $to je naglaseno ranije, pojedini podtipovi NHL (PNCSL, DBKL,
PMBCL) imaju znacajno vecu ucestalost trombotickih komplikacija u odnosu na indolentne limfome
(143,145). Dodatna mana KS je niska senzitivnost ogledana u ¢injenici da se ve¢ina VTE dogadaja
kod pacijenata sa malignitetom zapravo dogada izvan grupe visokog rizika (KS >3) (169). Zbog svega
navedenog, u poslednje vreme se opservira pomak ka bolest-specificnim (disease-specific) RAM.
Naime, ovi skorovi su se, za odredena oboljenja, pokazali kao precizniji jer su dizajnirani na na¢in da
ukljucuju varijable karakteristi¢ne za datu bolest. Tim pristupom se poznati faktori rizika adekvatnije
reflektuju u RAM. Primer za RAM kod pacijenata sa limfomom je ThroLy skor (170). Varijable koje
¢ine skor su: prethodni venski i/ili arterijski dogadaji, zahvatanje medijastinuma, BMI >30 kg/m?,
redukovana pokretljivost, ekstranodalna lokalizacija, razvoj neutropenije 1 nivo hemoglobina <100
g/L (Tabela 4) (102).
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Tabela 4. — ThroLy skor (preuzeto i adaptirano iz Antic i sar. (170))

Karakteristike pacijenta Skor
Prethodni VTE/AMI/CVI 2
Gojaznost (BMI >30 kg/m?) 2
Zahvacenost medijastinuma 2
Ekstranodalna lokalizacija 1
Redukovana pokretljivost (ECOG PS 2-4) 1
Neutrofili <1 x10°/L 1
Nivo hemoglobina <100 g/L 1

U riziku >1
U visokom riziku >4

Legenda: VTE, venski tromboembolizam; AMI, akutni infarkt miokarda; CVI, cerebrovaskularni insult; BMI, indeks
telesne mase; ECOG PS, Eastern Cooperative Oncology Group performance status

U navedeni skor su ukljucene odredene tipicne karakteristike limfoma (ekstranodalna
lokalizacija, zahvatanje medijastinuma, itd.), a njegova prednost u odnosu na KS je moguénost
koriS¢enja i kod ambulantnih i1 hospitalizovanih pacijenata (170). Eksterna multicentri¢na validacija
ThroLy skora dovela je do njegove manje modifikacije, tako da revidirani skor ukljucuje sledece
varijable: dijagnoza/klinicki stadijum, prethodna VTE, redukovana pokretljivost, nivo hemoglobina
<100 g/L i prisustvo centralnog venskog katetera. Potom je ucinjena i restratifikacija rizika, i to na
nizak rizik (skor <2) i visok rizik (skor >2) (102,171). Na ovaj nacin su poboljSane prediktivne
performanse skora. Usledile su dalje analize efikasnosti ThroLy skora, koje su ve¢inom potvrdivale
njegovu prediktivnu sposobnost (172—-174) ali postoje 1 publikacije sa nezadovoljavaju¢im
prediktivnim performansama skora (175).

Pored ThroLy skora, u domenu limfoma postoje dva skorija modela za procenu rizika razvoja
VTE. U proces formiranja modela Dharmavaram 1 sar. (176) ukljuceno je 790 pacijenata
(DBKL=542, folikularni limfom=248). Izabrani model je ukljucivao sledece varijable iz
multivarijantne analize: podtip limfoma (folikularni NHL naspram DBKL), albumin, broj leukocita
veéi od 11 x10%/L i ,,bulky tumorska masa (veéa od 10 cm). Pacijenti su podeljeni na visoko- i
niskorizi¢ne, pri ¢emu su visokorizi¢ni pacijenti imali znacajno ve¢i rizik za razvoj VTE (p<0,001),
sa c-statistikom za 2 godine od 0,79.

Dostupan je drugi model koji ukljucuje tip limfoma, TiC-LYMPHO skor (174). Model
ukljucuje sledece varijable: medijastinalna tumorska masa, Ann Arbor stadijum bolesti, skor
genetskog rizika (rezultat koji ukljucuje Cetiri genetske varijante: rs6025, rs4524, 3 rs5985 i
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SERPINA10 rs2232698), imobilizacija najmanje 3 dana, tip limfoma i prethodna VTE. U okviru
derivacione kohorte, model je imao c-statistiku od 0,78. Oba navedena modela, Dharmavaram 1 sar.
1 TIC-LYMPHO, zahtevaju eksternu validaciju koja jos uvek nije sprovedena.
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2. CILJEVI

1. Ispitivanje povezanosti biomarkera inflamacije i razvoja VTE kod pacijenata sa limfomom koji su
le€eni (imuno)hemioterapijom.

2. Ispitivanje povezanosti VTE sa tipom terapijskog lecenja i odgovora na terapiju kod pacijenata sa
limfomom.

3. Karakterizacija profila EV kod pacijenata sa DBKL, ispitivanje povezanosti EV sa VTE kod
pacijenata sa DBKL, ispitivanje testa ukupnog hemostaznog potencijala (overall hemostasis
potential, OHP) 1 povezanosti sa VTE kod pacijenata sa DBKL.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. STUDIJSKA POPULACIJA

Istrazivanje je koncipirano iz dva dela. U prvom delu je sprovedena retrospektivna kohortna
studija, u koju je ukljuc¢eno 706 novodijagnostikovanih 1 relapsiraju¢ih pacijenata sa limfomom
(uklju€uju¢i NHL 1 HL, iskljucuju¢i hroni¢nu limfocitnu leukemiju (HLL) i sve bolesnike sa
leukemijskom fazom limfoma) koji su leceni u Klinici za hematologiju, Univerzitetskog klinickog
centra Srbije. Dijagnoza limfoma postavljena je patohistoloSkom analizom bioptiranog limfnog ¢vora
i/ili ekstranodalnog uzorka tkiva. Vremenski okvir unutar kojeg su regrutovani pacijenti je od januara
2010. do novembra 2019. godine. Pacijenti sa dijagnozom HLL ili dijagnozom drugih tipova limfoma
koji su na prezentaciji bili u leukemijskoj fazi, nisu ukljuceni u istrazivanje, s obzirom na uticaj iste
na diferencijalnu leukocitarnu formulu (DLF) kod ovih pacijenata i posledi¢an uticaj na NLR i PLR.
Prikupljeni su podaci o svim VTE kod pacijenata sa novodijagnostikovanim limfomom ili relapsom
bolesti. Dijagnoza VTE postavljena je objektivno, na osnovu fizikalnog pregleda, laboratorijskih
analiza, radioloskih dijagnostickih procedura koje wuklju¢uju neke od slede¢ih: dopler
ultrasonografiju, kompjuterizovanu tomografiju sa kontrastom i imidzing magnetnom rezonancom za
tromboze krvnih sudova centralnog nervnog sistema (CNS). Svi suspektni slucajevi VTE su detaljno
revidirani od strane najmanje dvoje specijalista (interniste i radiologa).

Drugi deo istrazivanja predstavlja prospektivnu kohortnu studiju, koja je ukljucila 62
pacijenta sa dijagnozom DBKL. Ovo istrazivanje je sprovedeno u kolaboraciji sa Univerzitetskom
bolnicom Karolinska, Sluzba koagulacije i1 klinicke hemije, Odeljenje za molekularnu medicinu 1
hirurgiju, Institut Karolinska 1 klini¢ka hemija, medicinska dijagnostika Karolinska. Dobijeno je
odobrenje Etickog odbora KCS br. 630/19A od 15.03.2018. za sprovodenje klinickog ispitivanja
prokoagulantnih biomarkera kod pacijenata sa limfoproliferativnim bolestima. Za prospektivni deo
istrazivanja, regrutovani su pacijenti sa dijagnozom DBKL u periodu od maja 2018. do jula 2019.
Kontrolnu grupu ¢inilo je 5 nasumicnih zdravih volontera koji su regrutovani od strane Univerzitetske
bolnice Karolinska.

3.2. LABORATORIJSKA ISPITIVANJA

Uzorci krvi pacijenata koji su ukljuceni u studiju su uzorkovani na standardan nacin,
koriS¢éenjem vakuum sistema, pre pocetka specificnog hematoloskog lec¢enja. Uzorci su
antikoagulisani sa EDTA, a uradena je masinska automatizovana kompletna krvna slika sa DLF. NLR
i PLR su racunati koriS¢enjem parametara kompletne krvne slike sa DLF. Uzorci seruma su
analizirani u Centru za medicinsku biohemiju Univerzitetskog klinickog centra Srbije. Analizirani su
slede¢i biohemijski parametri: ESR, CRP (imunoturbidimetrija), laktat dehidrogenaza (LDH)
(spektrofotometrija), fibrinogen (koagulometrija), ukupni proteini (TP) (spektrofotometrija), albumin
(spektrofotometrija).

Protoc¢na citometrija i OHP su uradene u kolaboraciji sa Univerzitetskom bolnicom
Karolinska, Sluzba koagulacije i klinicke hemije, Odeljenje za molekularnu medicinu i hirurgiju,
Institut Karolinska 1 klinicka hemija, medicinska dijagnostika Karolinska. Ispitivanje EV je
sprovedeno koris¢enjem protocne citometrije. Koncentracija ukupnih EV 1 njihova karakterizacija
odredena je protokolom koji je razvio Karolinska institut, Stokholm, Svedska. Koris¢en je sledeci
panel markera: Annexin V za PS (Thermo Fisher Scientific, Sjedinjene Americke drzave (SAD)),

19



CD42b/CD61 za EV porekla trombocita (platelet-derived extracellular vesicles, PEV) (BD
Biosciences, SAD; Thermo Fisher Scientific, SAD), CD142 za TF (Miltenyi Biotec, Nemacka),
CD19 (Beckman Coulter, SAD), CD20 (Bio-Rad, SAD) i CD45 za DBKL/B-¢elijsku populaciju
(Miltenyi Biotec, Nemacka), CD62P/CD62E za P-selektin odnosno E-selektin (BD Biosciences,
SAD; Miltenyi Biotec, Nemacka) (177-179). Za identifikaciju EV koriS¢en je specifican gejting
algoritam. Uzorci su obojeni sa Annexin V-FITC (fluorescin izotiocijanat). Megamix-Plus SSC
(BioCytex, Marselj, Francuska) kori§¢en je za merenje veli¢ine EV; uzorci su analizirani na BD
FACSCanto™ (BD Biosciences, SAD). EV su definisane kao vezikule veli¢ine <1,0 um i pozitivne
na Annexin V. Podaci protocne citometrije su procenjeni pomocu softvera FlowlJo (verzija 10.8.1,
BD, Esland, Oregon, SAD). Za poredenje EV kod pacijenata sa DBKL, formirana je kontrolna grupa
od 5 zdravih volontera, kojima je periferna krv uzorkovana u Karolinska institutu, Stokholm,
Svedska.

Formiranje 1 liziranje fibrinskog ugruska su ispitivani putem testa OHP (180-182). Za
razliku od drugih testova koji procenjuju generisanje trombina, formiranje ugruska ili degradaciju
fibrina, OHP test se moze koristiti za procenu ukupne koagulacije 1 fibrinolize u ispitivanom uzorku.
Test je zasnovan na ponovljenim spektrofotometrijskim beleZenjima krive agregacije fibrina (tj.
apsorbancije (ABS) u funkciji vremena) u plazmi siromasnoj trombocitima (platelet-poor plasma,
PPP), koja sadrzi male koli¢ine egzogenog trombina, tkivnog aktivatora plazminogena (tPA) i
kalcijum hlorida. Kriva agregacije fibrina predstavlja proces kojim se fibrinogen, prvobitno prisutan
u plazmi, postepeno pod dejstvom generisanog trombina pretvara u fibrin, dok aktivacija
plazminogena istovremeno proizvodi plazmin koji lizira fibrin. Shodno tome, svaka vrednost ABS
oznacava nivo fibrina u odredenom trenutku, a povrSina ispod krive (area under curve, AUC)
reflektuje ravnotezu izmedu stvaranja i proteolize fibrina tokom perioda merenja. Dodatak trombina
u nizoj dozi (0,04 IU/mL) i trombocitnog reagensa kao izvora PS, sa i bez tPA (330 ng/mL) u PPP,
vrednosti ABS se beleze svakog minuta tokom 40 minuta na talasnoj duzini od 405 nm. Formiraju se
dve krive agregacije fibrina i izratunavaju se dve AUC: OHP (dodat tPA) i ukupni koagulacioni
potencijal (overall coagulation potential, OCP; bez dodatka tPA). Razlika izmedu ova dva parametra
reflektuje ukupni potencijal fibrinolize (overall fibrinolysis potential, OFP): ((OCP-OHP)/OCP) x
100% (Grafikon 5) (180).
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Grafikon 5. — Ukupni hemostazni potencijal (OHP) (A), ukupni koagulacioni potencijal (OCP) (B)
1 ukupni potencijal fibrinolize (OFP) (C) (preuzeto i1 adaptirano iz Antovi¢ (180))

Legenda: ABS, apsorbancija; nm, nanometri; min, minut; OHP, ukupni hemostazni potencijal; OCP, ukupni koagulacioni
potencijal; OFP, ukupni potencijal fibrinolize
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3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Kategorijalne varijable su prikazane kao apsolutni brojevi sa procentima, a numericke
varijable su predstavljene kao aritmeticka sredina sa standardnom devijacijom ili medijana sa
opsegom odnosno interkvartilnim opsegom, u zavisnosti od normalnosti raspodele podataka.
Normalnost raspodele je procenjena primenom Kolmogorov-Smirnov testa. LDH, TP i albumin su
transformisani u kategorijalne varijable i definisani kao ,,ispod donje granice referentnog opsega“, ,,u
referentnom opsegu® ili ,,iznad gornje granice referentnog opsega“. Razlike izmedu pacijenata sa
limfomom koji su razvili trombozu i onih bez tromboze, su procenjene koris¢enjem Mann-Whitney
testa za numericke varijable 1 hi-kvadrat testa za kategorijalne varijable. Analiza ROC krive je
koriS¢ena za definisanje najboljih grani¢nih vrednosti ispitivanih varijabli za predikciju VTE. U cilju
identifikacije znacajnih prediktora tromboze kod pacijenata sa limfomom sprovedene su
univarijantna i multivarijantna logisticka regresiona analiza. Znacajne varijable iz univarijantne
logisticke regresione analize su dalje ispitivane u multivarijantnoj analizi. Rezultati su predstavljeni
kao odnosi Sanse (odds ratios, ORs) sa odgovaraju¢im intervalima poverenja od 95% (confidence
intervals, Cls). Statisticka znacajnost postavljena je na p<0,05. Sve statisticke analize su sprovedene
koris¢éenjem IBM SPSS statistickog softvera (SPSS for Windows, release 25.0, SPSS, Chicago, IL,
USA).

21



4. REZULTATI
4.1 RETROSPEKTIVNA KOHORTNA STUDIJA PACIJENATA SA LIMFOMOM

Medijana starosti pacijenata sa limfomom ukljucenih u studiju bila je 56 godina (raspon, 18-
89 godina), 53% odnosno 374 pacijenata bilo je muskog pola. U ispitivanoj populaciji najzastupljenija
je bila dijagnoza agresivnog NHL (415, 58,8%), a potom indolentni NHL (172, 24,3%) 1 HL (119,
16,9%) (Tabela 5).

Tabela 5. — Dijagnoze pacijenata ukljucenih u studiju

Dijagnoza limfoma n (%)

Indolentni NHL 172 (24,3)
Agresivni NHL 415 (58.8)
HL 119 (16,9)

Skracéenice: NHL, non-Hockinov limfom; HL, Hockinov limfom

Vecina pacijenata su bili novodijagnostikovani pacijenti (90,4%), a takode vecina ih je imala
uznapredovali stadijum bolesti: Ann Arbor stadijum III 20,6% pacijenata odnosno stadijum I'V 39,3%
pacijenata (Tabela 6.).

Tabela 6. — Klinicki stadijumu po Ann Arboru pacijenata sa limfomom ukljucenih u studiju

Ann Arbor klinic¢ki stadijum %

I stadijum 11,5
II stadijum 28,6
[T stadijum 20,6
IV stadijum 39,3

Najveci deo pacijenata ukljucenih u istrazivanje imao je dobar performans status (Eastern
Cooperative Oncology Group performance status, ECOG PS 0-1: 81,7%), dok je B simptomatologija
bila prisutna kod 55,8% pacijenata. Prisustvo ,,bulky* tumorske mase (limfomska masa ili
konglomerat limfnih zlezda koji meri >7 cm) opserviran je kod 30,7% pacijenata, dok je zahvatanje
medijastinuma uo¢eno kod 31,5% pacijenata ukljuc¢enih u studiju. Ekstranodalnu lokalizaciju bolesti
je imalo 57,7% pacijenata sa limfomom.

Komorbiditeti kod pacijenata ukljucenih u istrazivanje su prikazani u Tabeli 7. Najcesce je
bila prisutna hipertenzija (34,9%), dok je Secerna bolest bila prisutna kod 10,1% pacijenata sa
limfomom koji su uklju€eni u istrazivanje. Dodatno, 27,8% pacijenata su bili pusaci.
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Tabela 7. — Komorbiditeti i faktori rizika za razvoj tromboze kod pacijenata sa limfomom
ukljucenih u istrazivanje

Komorbiditeti i1 faktori rizika za razvoj tromboza n (%)
Hipertenzija 246 (34,9)
Dijabetes melitus 71 (10,1)
Pusenje 196 (27,8)
Prethodna VTE 9(1,3)
Redukovana pokretljivost 8(2,1)
Trombofilije* 5(0,7)
Trauma ili nedavni hirurski zahvat (unutar 1 meseca) 22 (5,6)
Srcano 1/ili respiratorno popustanje 38 (5,4)
Prethodna AMI/PCI/CABG 43 (4,8)
Prethodni CVI 14 (2)
Akutna infekcija ili reumatolosko oboljenje 29 4,1)
Hormonska terapija 23 (3,3)

* Trombofilije: deficit antitrombina, deficit proteina C, deficit proteina S, faktor V Leiden mutacija, protrombin G20210A
mutacija, antifosfolipidni sindrom

Legenda: VTE, venski tromboembolizam; AMI, akutni infarkt miokarda; PCI, perkutana koronarna intervencija; CABG,
aortokoronarna bajpas operacija; CVI, cerebrovaskularni insult

Medijana pracenja je bila 25 meseci. Ukupno je 69 pacijenata (9,8%) razvilo VTE, i to: 39 je
razvilo DVT ekstremiteta, 3 pacijenta je razvilo trombozu abdominalnih vena, 12 pacijenata je razvilo
superficijalni tromboflebitis, 11 pacijenata trombozu jugularne vene i kod 16 pacijenata je
dijagnostikovana PE (odredeni pacijenti su imali viSe od jedne lokalizacije tromboze u istom
trenutku). Incidencija VTE prema tipu limfoma prikazana je u Tabeli 8. Ucestalost VTE je bila
najveca kod pacijenata sa agresivnim NHL (11,8%), potom kod pacijenata sa HL (8,4%), a najmanja
kod pacijenata sa indolentnim NHL (5,8%).

Tabela 8. — Incidencija VTE prema tipu limfoma

Tip limfoma VTE, n (%)
Indolentni NHL 10/172 (5,8)
Agresivni NHL 49/415 (11,8)
HL 10/119 (8,4)

Legenda: VTE, venski tromboembolizam, NHL, non-Hockinov limfom; HL., Hockinov limfom

Vecina pacijenata je imala simptomatsku VTE (41/69), a takode je kod vecine pacijenata
doslo do razvoja VTE tokom lecenja (52,2%). Medutim, dijagnoza VTE pre pocetka specificnog
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hematoloSkog lecenja postavljena je kod 46,4% pacijenata, a 1,4% pacijenata sa limfomom je razvilo
VTE nakon zavrSetka lecenja (Tabela 9). Po pitanju vrste limfoma i vremena razvoja VTE, kod
pacijenata sa indolentnim NHL, VTE je najucestalije dijagnostikovana pre otpocinjanja specifi¢cnog
hematoloskog lecenja (10,1%), u odnosu na 4,3% VTE tokom le¢enja, a nisu verifikovane VTE nakon
kompletiranja hematoloskog le¢enja. U grupi agresivnih NHL, podjednaka je ucestalost VTE pre i
tokom hematoloskog le¢enja (po 34,8%), Sto je bilo znacajno visSe u odnosu na VTE nakon
kompletiranja hematoloskog lecenja (samo 1,4%). Medutim, kod HL je VTE najcesce
dijagnostikovana tokom specificnog hematoloskog lecenja (13%), u odnosu na VTE pre otpocinjanja
lecenja (1,4%), dok nisu uoceni VTE dogadaji nakon kompletiranja hematoloSkog lecenja.

Tabela 9. — Vreme razvoja VTE kod pacijenata sa limfomom

Tip limfoma Vreme razvoja tromboze n (%)

Pre pocetka leCenja Tokom lecCenja Po zavrsetku leCenja
Indolentni NHL 7(10,1) 34,3) 0
Agresivni NHL 24 (34,8) 24 (34,8) 1(1,4)
HL 1(1,4) 9(13) 0
Ukupno 32 (46,4) 36 (52,2) 1(1,4)

* Odredeni pacijenti su imali viSe od jedne lokalizacije tromboze u istom trenutku.
Legenda: VTE, venski tromboembolizam, NHL, non-Hockinov limfom; HL, Ho¢kinov limfom

Kod pacijenata sa lokalizacijom limfoma u CNS nisu opservirani VTE dogadaji. Vec¢ina
pacijenata sa limfomom koji su razvili VTE imala je uznapredovali stadijum bolesti (4nn Arbor

stadijum I, 29%; Ann Arbor stadijum 1V, 34,8%), dok je ucestalost VTE kod pacijenata u 1l
klinickom stadijumu bila 31,9% (Tabela 10).

Tabela 10. — Ucestalost VTE prema Ann Arbor stadijumu limfoma

Klini¢ki stadijum (4nn Arbor) VTE, n (%)
I 3(43)

11 22 (31,9)
1 20 (29)
v 24 (34,8)

Legenda: VTE, venski tromboembolizam

Demografske i1 klinicke karakteristike limfomskih pacijenata sa i bez VTE su prikazane u
Tabeli 11. U poredenju sa pacijentima bez VTE, NLR, PLR, ESR, CRP i LDH su bili statisti¢ki
znacajno poviseni kod pacijenata sa VTE (p=0,001, p=0,001, p=0,023, p<0,001 1 p=0,035), dok su
TP 1 albumin bili statisticki znacajno nizi (p=0,024 1 p=0,032). U grupi pacijenata sa DBKL,
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internacionalni prognosti¢ki indeks (IPI) >1 (intermedijarni/visok rizik) bio je ucestaliji kod
pacijenata sa VTE (p=0,027), u odnosu na grupu pacijenata bez VTE.

Tabela 11. — Demografske i klini¢ke karakteristike pacijenata sa limfomom sa i bez VTE

Limfomski pacijenti  Limfomski

Karakteristik
araxderistia bez VTE pacijenti sa VTE P
Godine starosti, medijana (opseg) 56 (18-87) 54 (19-89) 0,898
Muskarci/zene 337/300 37/32 0,900
H lobin, g/L, medij
CMOGIOLIN, &L, medyana 124 (51-172) 117 (87-141) 0,017
(opseg)
Leukociti, x10%/L, medij
eukocttl, x 0L, medyand 7,4 (0,4-28.5) 8,5 (4,6-16,6) 0,132
(opseg)
T .t- 1 9 L .o
rombociti, x10°/L, medijana 248 (29-613) 283 (103-678) 0,034
(opseg)
NLR, medijana (opseg) 2,7(0,2-32,5) 3,79 (0,7-160,5) 0,001
PLR, medijana (opseg) 10,1 (0,3-193,3) 14,5 (483,3) 0,001
ESR, mm/h, medijana (opseg) 26 (2-150) 38 (2-150) 0,023
CRP, mg/L, medijana (opseg) 9,9 (0,1-274,6) 30,6 (0,8-251,8) <0,001
Fibri /L, medij
[OTIMOBEL, Mg/, medijana 53 (1-13,2) 5,7 (1,9-11,8) 0,351
(opseg)
LDH > j i ferent
gornje granice referentnog | o (30.4) 32 (50.8) 0.001
opsega, n (%)
TP < j i ferent
donje granice referentnog 258 (40.5) 39 (56.6) 0,024
opsega, n (%)
Albumin < donje granice
70 (11 15 (21,2 0,032
referentnog opsega, n (%) (i (21.2) ’
B simptomatologija, n (%) 360 (56,6) 52 (75,4) 0,001
“Bulky” tumorska masa, n (%) 182 (28.5) 34 (49,3) <0,001
Ekstranodalna lokalizacija, n (%) 368 (57,8) 35 (50,7) 0,259
Zahvatanje medijastinuma, n (%) 189 (29,6) 32 (46,4) 0,004
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IPI>1, n (%) 153 (52,0) 27 (71,1) 0,027

Legenda: VTE, venski tromboembolizam; NLR, odnos neutrofila i limfocita; PLR, odnos trombocita i limfocita; ESR,
brzina sedimentacije eritrocita; CRP, C-reaktivni protein; LDH, laktat dehidrogenaza; TP, ukupni proteini; IPI,
internacionalni prognosticki indeks (izracunat za DBKL)

Povezanost komorbiditeta i razvoja tromboza kod pacijenata sa limfomom prikazana je u
Tabeli 12. Kod pacijenata sa limfomom kod kojih je doSlo do razvoja VTE statisticki je manje bilo
pusaca (p=0,021), ¢esce se javljala VTE kod pacijenata koji su ranije imali VTE (p<0,001) i kod
pacijenata sa urodenom trombofilijom odnosno sa antifosfolipidnim sindromom (p<0,001). Pored
toga, statisticki je znaCajno bila veca ucestalost razvoja VTE kod pacijenata koji su imali nedavnu
traumu 1/ili hirurSki zahvat unutar 30 dana od pocetka specificnog hematoloSkog lecenja.

Tabela 12. - Komorbiditeti kod pacijenata sa limfomom sa i bez VTE

Limfomski pacijenti  Limfomski

Komorbiditet bez VTE pacijenti sa VTE P
Hipertenzija, n (%) 224 (35,2) 22 (32,4) 0,644
Hiperlipidemija, n (%) 34 (9,7) 4(8,7) 0,821
Dijabetes melitus, n (%) 65 (10,2) 6 (8.,8) 0,716
Pusenje, n (%) 185 (29) 11 (15,9) 0,021
Prethodna VTE, n (%) 5(0,8) 4(5,8) <0,001
Trombofilija*, n (%) 2(0,3) 3(4,3) <0,001
Trauma ili nedavni hirurski zahvat

16 (4,6 6 (12,2 0,029
(unutar 1 meseca), n (%) (4.6) (12.2) ’
Srcano 1/ili respiratorno

32(5 6 (8,7 0,199
popustanje, n (%) ) ®7) ’
Prethodni AIM/PCI/CABG 31 (4,9) 3(43) 0,848
Prethodni CVI 13 (2) 1(1,4) 0,738
Aktivna infekcija 1/ili

.. 27 (4,2 22,9 0,594

reumatolosko oboljenje (4.2) (2.9)
Hormonska terapija 22 (3,5) 1(1,4) 0,373

* Trombofilije: deficit antitrombina, deficit proteina C, deficit proteina S, faktor V Leiden mutacija, protrombin G20210A
mutacija, antifosfolipidni sindrom
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Legenda: VTE, venski tromboembolizam; AIM, akutni infarkt miokarda; PCI, perkutana koronarna intervencija; CABG,
koronarni arterijski bajpas graft; CVI, cerebrovaskularni insult

U univarijantnoj regresionoj analizi, NLR, PLR, TP, albumin, LDH i CRP su se pokazali
prognosti¢kim faktorima za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom (Tabela 13). U analizi podgrupe
iz koje su iskljuceni pacijenti sa superficijalnom venskom trombozom, NLR i PLR su ostali
prognosticki faktori za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom. B-simptomatologija, ,,bulky*
tumorska masa, zahvatanje medijastinuma 1 ECOG PS bili su znacajni klinicko-patoloski
prognostic¢ki faktori za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom (p=0,001, p=0,001, p=0,005,
p=0,015) (Tabela 13).

Tabela 13. — Univarijantni regresioni model TP, albumin, LDH, CPR, ESR, NLR, PLR, B-
simptomatologija, “bulky” tumorska masa, zahvatanje medijastinuma tumorskom masom i ECOG PS

Varijabla p OR 95% CI za OR
TP 0,026 1,91 1,08-3,39
Albumin 0,036 2,16 1,05-4,46
LDH 0,001 2,368  1,404-3,995
CRP 0,008 2,75 1,29-5,84
ESR 0,18 1,76 0,78-4,02
NLR 0,001 2,5 1,48-4,21
PLR 0,003 2,24 1,31-3,83
B-simptomatologija 0,001 2,64 1,49-4,67
“Bulky” tumorska masa 0,001 2,43 1,47-4,01
Zahvatanje medijastinuma 0,005 2,05 1,24-3,39
ECOG PS 0,015 1,99 1,14-3,5

Legenda: OR, odnos $ansi; CI, interval poverenja; TP, ukupni proteini; LDH, laktat dehidrogenaza; CRP, C-reaktivni
protein; ESR, brzina sedimentacije eritrocita; NLR, odnos neutrofila i limfocita; PLR, odnos trombocita i limfocita;
ECOG PS, Eastern Cooperative Oncology Group performance status

U multivarijantnom regresionom modelu, NLR i CRP su se pokazali kao nezavisni
prognosticki faktori za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom (p=0,046, OR=1,043, 95% CI: 1,001-
1,087 1 p=0,024, OR=1,007, 95% CI: 1,001-1,013) (OR, odnos $ansi; CI, interval poverenja).

Analiza ROC krive (receiver operating characteristic) pokazala je slede¢e vrednosti
senzitivnosti (Sn) 1 specificnosti (Sp) NLR, PLR i CRP u predikciji VTE kod pacijenata sa limfomom
(Sn=65,2%, Sp=57,1% za NLR; Sn=69,6%, Sp=49,7% za PLR; Sn=71,7%, Sp=63,7% za CRP)
(p=0,001 za sva tri: NLR, PLR i CRP) (Slika 2, 3, 4). PoviSen NLR je definisan kao vrednost 3 ili
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viSe, poviSen PLR je definisan kao vrednost 10 ili viSe, dok je poviSena vrednost CRP definisana kao
>20 mg/L. U ovom istrazivanju, KS, za prethodno definisane grani¢ne vrednosti za visok rizik (=3),
imao je Sn=11,6% i Sp=88%.

ROC kriva

1.0

067

Senzitivnost

0.4+

00 T T T |
0.0 0.2 04 0.6 08 1.0

1-Specifi¢nost
Slika 2. — ROC kriva za NLR

Legenda: ROC kriva, receiver operating characteristic; NLR, odnos neutrofila i limfocita
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1-Specifi¢nost
Slika 3. — ROC kriva za PLR

Legenda: ROC kriva, receiver operating characteristic; PLR, odnos trombocita i limfocita
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ROC kriva
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0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0

1-Specifi¢nost
Slika 4. — ROC kriva za CRP

Legenda: ROC kriva, receiver operating characteristic; CRP, C-reaktivni protein

Nije opservirana statisticki znac¢ajna razlika u primeni tromboprofilakse izmedu pacijenata
sa limfomom i1 VTE u odnosu na pacijente sa limfomom bez VTE (13% vs. 18,4%, p=0,268).

Nezadovoljavajuci terapijski odgovor na (imuno)hemioterapiju bio je povezan sa razvojem
VTE (p=0,011). Kompletna remisija bila je reda kod pacijenata sa limfomom koji su razvili VTE
nego kod onih koji nisu razvili VTE (36,9% vs. 53,6%, p=0,011) (Grafikon 6). Pacijenti sa limfomom
kojima su ordinirani intenzivni hemioterapijski protokoli u prvoj liniji ili ,,salvage hemioterapijski
protokoli, imali su vecu stopu VTE u odnosu na pacijente sa limfomom koji su leceni standardnim
terapijama prve linije, poput R-CHOP (rituksimab, ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin,
prednizolon), CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizolon) i ABVD (18,2% vs.
7,3%, p<0,001).
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Grafikon 6. — Terapijski odgovor na (imuno)hemioterapiju i razvoj VTE kod pacijenata sa
limfomom

Legenda: VTE, venski tromboembolizam; CR, kompletna remisija; PR, parcijalna remisija; SD, stabilna bolest; PD,
progresija bolesti

4.2 PROSPEKTIVNA KOHORTNA STUDIJA PACIJENATA SA LIMFOMOM

U prospektivnu kohortnu studiju ukljuceno je 62 pacijenta sa dijagnozom DBKL. Muskarci
su bili neSto vise zastupljeni od zena (51,6% vs. 48,4%). U ovoj grupi pacijenata sa limfomom,
medijana godina starosti na dijagnozi limfoma bila je 59 godina (opseg 20-87). Vecina pacijenata sa
DBKL ukljucenih u istrazivanje bili su novodijagnostikovani (95,2% vs. 4,8%). Klinicki stadijum
pacijenata sa DBKL prikazan je u Tabeli 14. Ve€ina ukljucenih pacijenata nije imala uznapredovali
stadijum limfoma.

Tabela 14. — Klinicki stadijum po Ann Arboru pacijenata sa limfomom ukljucenih u studiju

Ann Arbor klinic¢ki stadijum %

I stadijum 22,6
II stadijum 38,7
III stadijum 14,5
IV stadijum 242

Demografske i klini¢ke karakteristike pacijenata sa DBKL u prospektivnoj kohortnoj studiji
su prikazane u Tabeli 15. Nesto manje od polovine pacijenata imalo je B simptomatologiju, ,,bulky*
tumorska masa bila je prisutna kod nesto vise od trecine pacijenata, dok je prisustvo ekstranodalne
bolesti opservirano kod 71% pacijenata. Zahvatanje sredogruda imalo je nesto vise od Cetvrtine
pacijenata sa DBKL, dok je kod 5 pacijenata (8,1%) doslo do diseminacije bolesti u CNS (odnosno
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4 pacijenta imalo je dijagnozu PCNSL DBKL, a jedna pacijentkinja je imala diseminaciju osnovne
bolesti u CNS). Preko 70% pacijenata bilo je dobrog performans statusa (Tabela 15).

Tabela 15. - Demografske i klinicke karakteristike pacijenata sa DBKL u prospektivnoj kohortnoj

studiji
Pacijenti sa

Karakteristika DBIJ(L
Godine starosti, medijana (opseg) 59 (20-87)
Muskarci/zene 32/30
Relaps, n (%) 3(4,8)
B simptomatologija, n (%) 29 (46,8)
“Bulky” tumorska masa, n (%) 22 (35,5)
Ekstranodalna lokalizacija, n (%) 44 (71)
Zahvatanje medijastinuma, n (%) 17 (27,4)
Zahvatanje CNS, n (%) 5(8,1)

PCNSL DBKL 4(6,4)

Diseminacija sistemske bolesti u CNS 1(1,6)
Hemoglobin, g/L, medijana (opseg) 127,5 (51-166)
Leukociti, x10%/L, medijana (opseg) 6,6 (2,2-20,6)

Trombociti, x10°/L, medijana (opseg) 273,5 (29-570)

ECOG PS, %
0 19,4
1 53,2
2 16,1
3 6,5
4 4.8

Legenda: DBKL, difuzni B-krupnoéelijski limfom; CNS, centralni nervni sistem; PCNSL DBKL, primarni limfom
centralnog nervnog sistema difuzni B-krupnocéelijski limfom; ECOG PS, Eastern Cooperative Oncology Group
performance status
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Medijana pracenja grupe pacijenata sa DBKL bila je 32 meseca. Ukupno je 11 pacijenata
(17,7%) razvilo VTE, a ucestalosti su bile slede¢e (Tabela 16): kod 3 pacijenta je dijagnostikovana
DVT ekstremiteta, jedan pacijent je imao trombozu vene porte, jedan pacijent trombozu potkljucne
vene, jedan pacijent trombozu mezenteri¢ne vene, kod jednog pacijenta je opserviran superficijalni
tromboflebitis, kod jednog pacijenta tromboza unutrasnje jugularne vene i kod 4 pacijenta je
dijagnostikovana PE (jedan pacijent je imao VTE istovremeno na dve lokalizacije). Kod 45,5% (n=5)
pacijenata sa DBKL kod kojih je doslo do razvoja VTE, ista je dijagnostikovana pre otpocinjanja
specifiénog hematoloskog lec¢enja, dok je kod 36,4% (n=4) pacijenata doslo do razvoja VTE tokom
primene (imuno)hemioterapije, a kod 3,2% (n=2) pacijenata VTE je dijagnostikovana nakon
kompletiranja specifi¢nog hematoloskog leCenja.

Tabela 16. — Ucestalost VTE kod pacijenata sa DBKL prema lokalizaciji

Lokalizacija VTE kod pacijenata sa DBKL n (%)
DVT donjih ekstremiteta 2(3,2)
DVT gornjih ekstremiteta 1 (1,6)
PE 4 (6,5)
Vena porta 1(1,6)
Vena subklavija 1(1,6)
Vena mezenterika 1(1,6)
Vena jugularis interna 1(1,6)
Superficijalni tromboflebitis 1 (1,6)

*Jedan pacijent je imao dve istovremene lokalizacije VTE

Legenda: VTE, venski tromboembolizam; DBKL, difuzni B-krupnocéelijski limfom; DVT, duboka venska tromboza; PE,
plu¢na embolija

Nije uocena statisticki znacajna razlika u primeni tromboprofilakse izmedu pacijenata sa
DBKL 1 VTE u odnosu na pacijente sa DBKL bez VTE (18,2% vs. 21,6%, p=0,802).

Karakteristike EV kod pacijenata sa DBKL su prikazane u Tabeli 17. Poredena je ukupna
koncentracija EV kod pacijenata sa DBKL u odnosu na zdrave volontere (kontrolna grupa). Uradeno
je poredenje koncentracija EV razliCitog porekla kod ove dve populacije (Annexin V za PS,
CD42b/CD61 za PEV, CDI142 za TF, CD19, CD20 i CD45 za DBKL/B-¢elijsku populaciju i
CD62P/CD62E za P-selektin odnosno E-selektin). Ukupna koncentracija Annexin V+ EV bila je
statisti¢ki znacajno vecéa kod pacijenata sa DBKL u odnosu na zdrave kontrole (423 [155-828] x10°
EV/L (medijana [interkvartilni opseg, IQR]) vs. 149 [148-156] x10° EV/L, p=0,008). Takode,
koncentracija TF+ EV bila je znac¢ajno veca u grupi pacijenata sa DBKL u odnosu na kontrolnu grupu
(140 [50-272] vs. 13 [12-23] x10° EV/L, p<0,001). Nadalje, koncentracija slede¢ih EV bila je
statisticki znacajno veca kod pacijenata obolelih od DBKL u odnosu na zdrave kontrole:
TF+/CD42b+ (TF+ PEV) (p<0,001), TF+/P-selektin- (p<0,001), TF+/P-selektin+ (p=0,001), TF+/E-
selektin- (p<0,001), TF+/E-selektin+ (p<0,001), TF+/CD19+ (p=0,014), TF+/CD19- (p<0,001),
CD19+/CD20+ (p=0,006), TF+/CD45- (p=0,018), TF+/CD45+ (p=0,009), TF+/CD20+ (p=0,006),
TF+/CD19+ (p=0,007), TF+/CD19- (p=0,009), TF-/CD19+ (p=0,014). Sa druge strane, koncentracija
slede¢ih EV se nije statisticki razlikovala izmedu dve pomenute grupe: TF+/CD42b- (p=0,063), TF-
/CD42b+ (p=0,067), TF-/P-selektin+ (p=0,570), TF-/E-selektin- (p=0,523), TF-/CD19+ (p=0,899),
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TF-/CD45+ (p=0,071), TF+/CD20- (p=0,899), TF-/CD20+ (p=0,071).

Tabela 17. — Karakterizacija EV kod pacijenata sa DBKL i zdravih kontrola

Pacijenti sa DBKL Zdrave kontrole
EV Medijana IQR Medijana IQR p
x10° EV/L x10° EV/L x10° EV/L x10° EV/L
Annexin V+ EV 423 155-828 149 148-156 0,008
TF+EV 140 50-272 13 12-23 <0,001
TF+/CDA42b- 33 15-64 15 14-23 0,063
TF+/CD42b+ 280 104-539 27 23-41 <0,001
TF-/CD42b+ 81 49-184 52 44-58 0,067
TF+/P-selektin- 49 19-85 4 3-4 <0,001
TF+/P-selektint+ 290 111-594 56 47-83 0,001
TF-/P-selektin+ 73 33-138 78 52-89 0,570
TF+/E-selektin- 0,8 0,3-1 0,042 0,023-0,087 <0,001
TF+/E-selektin+ 323 120-615 44 38-66 <0,001
TF-/E-selektin- 89 43-165 81 54-103 0,523
TF+/CD19+ 72 26-129 20 17-28 0,014
TF+/CD19- 249 88-485 24 21-29 <0,001
TF-/CD19+ 30 14-54 47 39-47 0,899
CD19+/CD20+ 65 26-129 19 18-20 0,006
TF+/CD45- 35 11-64 12 8-13 0,018
TF+/CD45+ 295 89-547 74 72-77 0,009
TF-/CD45+ 76 45-156 61 19-63 0,071
TF+/CD20- 2 0,8-4 3 0,6-4 0,899
TF+/CD20+ 294 88-547 65 63-70 0,006
TF-/CD20+ 86 51-186 70 20-71 0,071
TF+/CD19+ 252 70-472 63 61-64 0,007
TF+/CD19- 42 13-80 8 7-9 0,009
TF-/CD19+ 18 10-42 9 7-9 0,014

Legenda: EV, ekstracelularne vezikule; DBKL, difuzni B-krupnocelijski limfom; IQR, interkvartilni opseg; TF, tkivni
faktor

Karakterizacija EV kod pacijenata sa DBKL kod kojih je doSlo do razvoja VTE i pacijenata
sa DBKL kod kojih nije doslo do razvoja VTE, prikazana je u Tabeli 18. Nije opservirana statisti¢ki
znacajna razlika u koncentraciji ukupnih Annexin V+ EV kao i TF+ EV kod pacijenata sa DBKL i
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VTE u odnosu na pacijente sa DBKL bez VTE (p=0,513 odnosno p=0,747). Takode, nije nadena
statisticki signifikantna razlika u koncentraciji drugih EV obuhvacdenih istrazivanjem u odnosu na
razvoj VTE (TF+/CD42b-, TF+/CD42b+, TF-/CD42b+, TF+/P-selektin-, TF+/P-selektin+, TF-/P-
selektin+, TF+/E-selektin-, TF+/E-selektint+, TF-/E-selektin-, TF+/CD19+, TF+/CD19-, TF-
/CD19+, CD19+/CD20+, TF+/CD45-, TF+/CD45+, TF-/CD45+, TF+/CD20-, TF+/CD20+, TF-
/CD20+, TF+/CD19+, TF+/CD19-, TF-/CD19+).

Tabela 18. — Karakterizacija EV kod pacijenata sa DBKL sa VTE i pacijenata sa DBKL bez VTE

Pacijenti sa DBKL i VTE Pacijenti sa DBKL bez VTE

EV Medijana IQR Medijana IQR p
x10° EV/L x10° EV/L x10° EV/L x10° EV/L
Annexin V+ EV 510 152-1213 423 155-789 0,513
TF+EV 214 33-385 140 50-255 0,747
TF+/CD42b- 52 11-93 33 17-63 0,652
TF+/CD42b+ 356 87-770 269 104-534 0,562
TF-/CD42b+ 81 39-256 80 49-162 0,490
TF+/P-selektin- 59 14-138 48 19-84 0,719
TF+/P-selektin+ 389 97-828 282 111-572 0,501
TF-/P-selektin+ 92 29-190 72 33-121 0,371
TF+/E-selektin- 1 0,2-2 0,8 0,3-1 0,371
TF+/E-selektin+ 413 97-887 318 120-608 0,555
TF-/E-selektin- 102 34-227 83 43-138 0,381
TF+/CD19+ 106 17-150 71 32-124 0,993
TF+/CD19- 308 80-711 245 88-443 0,417
TF-/CD19+ 44 9-58 29 14-52 0,692
CD19+/CD20+ 121 20-179 61 27-128 0,890
TF+/CD45- 40 9-74 35 11-64 0,919
TF+/CD45+ 389 89-804 292 89-544 0,501
TF-/CD45+ 82 34-204 73 45-145 0,537
TF+/CD20- 3 0,5-4 2 0,9-3 0,638
TF+/CD20+ 388 79-719 291 88-543 0,562
TF-/CD20+ 91 37-236 80 51-164 0,574
TF+/CD19+ 312 69-630 245 71-445 0,537
TF+/CD19- 59 10-107 41 15-77 0,861
TF-/CD19+ 29 5-49 18 10-40 0,761

35



Legenda: EV, ekstracelularne vezikule; DBKL, difuzni B-krupnoéelijski limfom; VTE, venski tromboembolizam; IQR,
interkvartilni opseg; TF, tkivni faktor

Nakon medijane prac¢enja pacijenata sa DBKL od 32 meseca, koriS¢enjem Cox-ove regresione
analize, ni ukupna koncentracija Annexin+ EV niti TF+ EV nisu pokazale povezanost sa ukupnim
prezivljavanjem (OS) (p=0,953 odnosno p=0,757). Karakterizacija EV u odnosu na ishod OS
prikazana je u Tabeli 19. Dodatno, nije nadena statisticki znacajna razlika u koncentraciji drugih EV
obuhvacenih istrazivanjem u odnosu na ishod OS (TF+/CD42b-, TF+/CD42b+, TF-/CD42b+, TF+/P-
selektin-, TF+/P-selektint, TF-/P-selektint, TF+/E-selektin-, TF+/E-selektin+, TF-/E-selektin-,
TF+/CD19+, TF+/CD19-, TE-/CD19+, CD19+/CD20+, TF+/CD45-, TF+/CD45+, TF-/CD45+,
TF+/CD20-, TF+/CD20+, TF-/CD20+, TF+/CD19+, TF+/CD19-, TF-/CD19+).

Tabela 19. — Karakterizacija EV kod pacijenata sa DBKL u odnosu na ishod OS

Preminuli pacijenti sa DBKL Zivi pacijenti sa DBKL

EV Medijana IQR Medijana IQR p
x10° EV/L x10° EV/L x10° EV/L x10° EV/L
Annexin V+ EV 446 154-985 404 170-809 0,858
TF+ EV 159 44-332 136 55-253 0,620
TF+/CD42b- 39 16-63 29 15-66 0,840
TF+/CD42b+ 306 87-629 250 119-535 0,716
TF-/CD42b+ 88 50-199 76 49-169 0,804
TF+/P-selektin- 61 19-84 46 19-97 0,938
TF+/P-selektint+ 306 86-724 273 128-577 0,756
TF-/P-selektin+ 89 35-149 71 33-128 0,792
TF+/E-selektin- 0,9 0,2-1 0,8 0,3-1 0,653
TF+/E-selektin+ 343 97-698 282 132-608 0,693
TF-/E-selektin- 97 44-173 83 43-151 0,792
TF+/CD19+ 78 32-172 64 25-124 0,535
TF+/CD19- 264 65-577 237 97-483 0,907
TF-/CD19+ 43 17-56 28 14-50 0,402
CD19+/CD20+ 94 27-163 60 24-125 0,466
TF+/CD45- 35 12-64 35 10-65 0,914
TF+/CD45+ 308 81-598 241 99-544 0,710
TF-/CD45+ 90 49-202 76 41-141 0,609
TF+/CD20- 2 1-4 2 0,8-3 0,745
TF+/CD20+ 325 88-600 243 94-532 0,721
TF-/CD20+ 101 55-224 86 49-159 0,609
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TF+/CD19+ 267 71-485 218 80-454 0,828
TF+/CD19- 53 17-106 38 13-79 0,587
TF-/CD19+ 23 11-49 17 9-39 0,429

Legenda: EV, ekstracelularne vezikule; DBKL, difuzni B-krupnoéelijski limfom; OS, ukupno prezivljavanje; IQR,
interkvartilni opseg; TF, tkivni faktor

OHP analiza uradena je na podgrupi od 11 pacijenata sa DBKL, a kod jednog pacijenta (9,1%)
je doslo do razvoja VTE. Rezultati OHP kod pacijenata sa DBKL u odnosu na prisustvo VTE su
prikazani u Tabeli 20. Kod pacijenta sa DBKL i VTE (n=1; 9,1%) testiranje ukupnog hemostaznog
potencijala pokazalo je slede¢e rezultate: OHP (AUC) 64,1, OCP (AUC) 149,8, OFP 57,2%, dok je
D-dimer bio 3,37 mg/L. Sa druge strane, pacijenti sa DBKL kod kojih nije doslo do razvoja VTE
(n=9; 90,9%) su imali sledec¢e rezultate: OHP (AUC (opseg)) 49,5 (35,5-98), OCP 156,1 (95,5-269,1),
OFP (% (opseg)) 65,5 (43,4-78), D-dimer (mg/L (opseg)) 0,95 (0,38-9,59).

Tabela 20. — OHP kod pacijenata sa DBKL i VTE 1 pacijenata sa DBKL bez VTE

. Pacijenti sa DBKL i VTE Pacijenti sa DBKL bez VTE
Varijabla
n=1 (9,1%) n=10 (90,9%)
OHP, AUC
. 64,1 49,5 (35,5-98)
medijana (opseg)
P, A
0c . ue 149,8 156,1 (95,5-269,1)
medijana (opseg)
OFP, %
)70 57,2 65,5 (43,4-78)
medijana (opseg)
D-di /L
fhet, mg 3,37 0,95 (0,38-9,59)

medijana (opseg)

Legenda: VTE, venski tromboembolizam; DBKL, difuzni B-krupnocelijski limfom; OHP, ukupni hemostazni potencijal;
OCP, ukupni koagulacioni potencijal; OFP, ukupni potencijal fibrinolize; AUC, povrsina ispod krive

S. DISKUSIJA

VTE predstavlja ozbiljnu komplikaciju leCenja pacijenata sa limfomom, koja uti¢e na
morbiditet 1 mortalitet kod ove ve¢ vulnerabilne grupe pacijenata. Tromboza neretko znacajno
komplikuje klinicki tok leCenja, dodatno usloznjava leCenje uvodenjem antikoagulantne terapije i
stvara mogucnost za interakcije izmedu lekova koji se ve¢ primenjuju ili ¢e se primeniti u toku
lecenja, produzava trajanje hospitalizacije, povecava rizik od hemoragijskih komplikacija kod
pacijenata kod kojih se redovno javljaju jatrogene citopenije kao posledica hematoloskog lecenja
osnovne bolesti. Poseban aspekt predstavlja dodatno opterecenje zdravstvenih resursa tokom procesa
dijagnostike i leCenja VTE, ali i generisanje nezanemarljivih troSkova koje ova komplikacija direktno
uzrokuje.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su ispitivanje povezanosti biomarkera inflamacije i razvoja VTE
kod pacijenata sa limfomom lecenih (imuno)hemioterapijom, povezanosti VTE sa tipom terapijskog
leCenja 1 odgovora na terapiju kod pacijenata sa limfomom. Pored navedenog, cilj je bio i
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karakterizacija profila EV kod pacijenata sa DBKL, ispitivanje povezanosti EV sa VTE kod
pacijenata sa DBKL, ispitivanje testa OHP i povezanosti sa VTE kod pacijenata sa DBKL. Rezultati
su pokazali da biomarkeri inflamacije znacajno koreliraju sa rizikom za razvoj VTE kod pacijenata
sa limfomom. Pre svega su se istakli NLR i CRP kao najsnazniji prediktivni markeri za razvoj VTE
kod pacijenata sa limfomom lecenih (imuno)hemioterapijom. Nadalje, utvrdeno je da
nezadovoljavajuéi i1 insuficijentan odgovor na primenu (imuno)hemioterapije kod pacijenata sa
limfomom predstavlja faktor rizika za razvoj VTE u pomenutoj grupi pacijenata. Imunoloska
disregulacija na terenu limfoma igra signifikantnu ulogu u razvoju VTE. U grupi pacijenata sa DBKL
koja je prospektivno pracena, ukupna koncentracija Annexin+ EV bila je znafajno veéa od
koncentracije EV kod zdravih kontrola. Dodatnom disekcijom porekla EV u odnosu na markere koje
eksprimiraju, signifikantno vece koncentracije TF+ EV, TF+ PEV, TF+ P-selektin EV, TF+ E-
selektin EV, EV porekla DBKL/B-¢elijske populacije i TF+ EV porekla DBKL/B-¢elijske populacije
opservirane su u grupi pacijenata sa DBKL u odnosu na koncentracije EV pomenutih obrazaca kod
zdravih kontrola. U poredenju grupa pacijenata sa DBKL i VTE odnosno bez VTE, kao i1 u poredenju
sa ishodom ukupnog prezivljavanja, nisu uocene statisticki znacajne razlike u koncentraciji gore
pomenutih EV.

Prosecna starost pacijenata sa limfomom u retrospektivnom delu naseg istrazivanja bila je
52,8 godina (raspon, 18-89 godina), a 53% pacijenata je bilo muskog pola. Veéina pacijenata sa
limfomom koji su ukljuceni u istrazivanje imalo je dobar performans status (ECOG PS 0-1: 81,7%).
B simptomatologija je bila prisutna kod 55,8% pacijenata, ,,bulky** tumorsku masu imalo je 30,7%
pacijenata, dok je zahvatanje medijastinuma opservirano kod 31,4% pacijenata sa limfomom (183).
Ekstranodalnu lokalizaciju bolesti imalo je 57,6% pacijenata sa limfomom. U istrazivanje u koje su
ukljuceni pacijenti sa dijagnozom DBKL 1 folikularnog limfoma (176), pacijenti su bili nesto stariji
(medijana 63 godine, raspon 16-92), odnos polova uklju¢enih u studiju bio je komparativan sa nas§im
podacima (muskarci 50,7%, Zene 49,3%). ECOG performans status je takode bio uporediv u
navedenom istrazivanju (176) u odnosu na nasu studiju, gde je 81,5% pacijenata imalo ECOG PS 0-
1. Sa druge strane, prisustvo B simptoma 1 ,,bulky* tumorske mase je bilo znacajno ¢eSce u nasoj
studiji u odnosu na studiju Dharmavaram i sar. (176) (55,8% 1 30,7% vs. 34,8% 1 14,3%).

Komorbiditeti kod pacijenata sa limfomom koji su ukljuceni u istrazivanje su prikazani u
Tabeli 7. Naj¢esce zastupljeni komorbiditeti su bili hipertenzija (34,9%) i Se€erna bolest (10,1%). U
studiji Dharmavaram i sar. (176) najces¢i komorbiditet je bila hipertenzija (46%), na drugom mestu
po ucestalosti je bila hiperlipidemija (26,7%), dok je na tre¢em mestu po ucestalosti bila Se¢erna
bolest (16,9%). Odredene publikacije su se fokusirale na kvantitativni aspekt hroni¢nih
komorbiditeta. Naime, veci broj komorbiditeta moze biti prediktivan faktor za razvoj VTE, a rizik je
direktno srazmeran broju komorbiditeta, odnosno pacijenti sa limfomom i sa 1-2 komorbiditeta su
imali 2 puta vedi rizik za razvoj VTE, dok su pacijenti sa limfomom 1 3 ili visSe komorbiditeta imali
Cak 4 puta veci rizik za razvoj VTE (184). U istrazivanju Khorana 1 sar. (185), hipertenzija je bila
najces¢i komorbiditet kod pacijenata sa limfomom, dok je multivarijantna logisticka regresiona
analiza pokazala da su odredeni komorbiditeti statisticki znacajno povezani sa razvojem VTE kod
pacijenata sa limfomom (arterijski tromboembolizam, plu¢ne bolesti, bubrezne bolesti, infekcije i
anemija). S obzirom da se limfomi ceS¢e javljaju kod starije populacije, koja neretko ima
nezanemarljiv broj hroni¢nih komorbiditeta, oni postaju karakteristika o kojoj se mora voditi racuna,
kako po pitanju lecenja osnovne bolesti, tako i u aspektu prevencije VTE kod ove grupe pacijenata.

U nasoj retrospektivnoj kohorti pacijenata sa razlicitim tipovima limfoma, stopa VTE je bila
9,8% (183). U meta-analizi Caruso i sar. (147) koja je obuhvatila 18 018 pacijenata sa limfomom,
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stopa VTE je bila 6,4%. U pomenutom istrazivanju, ucestalost razvoja VTE bila je statisti¢ki
signifikantno vec¢a kod pacijenata sa NHL u odnosu na pacijente sa HL (6,5% vs 4,7%,). U studiji
autora Mahajan 1 sar. (184), retrospektivna studija u koju je ukljuéeno 16 755 pacijenata sa
dijagnostikovanim NHL, kumulativna dvogodisnja incidencija akutne VTE bila je: 2,1% kod
pacijenata sa low-grade limfomom, 4,8% kod pacijenata sa intermedijarnim/agresivnim limfomom 1
4,5% kod pacijenata sa high-grade limfomom. U dve studije (146,186) koje su se fokusirale samo na
pacijente sa DBKL, stopa razvoja VTE kod ove grupe pacijenata bila je 11% 1 11,1%. U istraZivanju
sprovedenom od strane Khorana 1 sar. (185) opservirana je ucestalost VTE od 4,8% kod
hospitalizovanih pacijenata sa NHL i 4,6% kod hospitalizovanih pacijenata sa HL. U istrazivanju
publikovanom od strane Anti¢a i sar. (170), ucestalost razvoja VTE kod pacijenata sa limfomom bila
je 5,3% u derivacionoj kohorti i 5,8% u validacionoj kohorti. Tokom dvogodisnjeg pracenja, u kohorti
od 422 novodijagnostikovana pacijenta sa limfomom incidencija VTE (pre svega DVT i PE) bila je
17,1% (149). U gore pomenutoj nedavno publikovanoj studiji (176), koja je bila fokusirana na
pacijente sa dijagnozom DBKL 1 folikularnog NHL, ukupna petogodisnja incidencija razvoja VTE
bila je 13,4%, uz statisticki znacajno vecu incidenciju kod pacijenata sa DBKL u odnosu na pacijente
sa folikularnim limfomom (16,3% vs. 3,8%). Ove opservirane varijacije u ucestalosti razvoja VTE
medu pacijentima sa limfomom su znacajne i mogu biti efekat nekoliko razlicitih faktora, poput
fokusiranja na odredeni tip limfoma, metodologiju studije (npr. retrospektivna vs. prospektivna
studija) 1 vreme istrazivanja odnosno publikacije (novije publikacije i istrazivanja su znacajno vise
paznje posvetili CAT, te je i ucestalost dijagnostikovanja i beleZzenja ovih komplikacija posledi¢no
povecana). Rezultati naseg istrazivanja su slicni rezultatima studija koje su bile usredsredene na
agresivne limfome, $to je u skladu sa ¢injenicom da je vise od polovine populacije nase studije imalo
dijagnozu agresivnog limfoma. U nasoj kohorti pacijenata sa limfomom sa diseminacijom bolesti u
CNS, nisu opservirani VTE dogadaji. Postoje razli€iti uzroci koji mogu imati kako direktni tako 1
indirektni uticaj na ovakav rezultat. Naime, neSto manje od 60% pacijenata sa limfomom 1
diseminacijom u CNS bilo je zadovoljavaju¢eg performans statusa u trenutku otpocinjanja
specificnog hematoloskog lecenja. Pored toga, tokom poslednje 3 godine obuhvacéene studijom kod
gotovo 70% pacijenata primenjivana je tromboprofilaksa, Sto ukazuje na veée poStovanje i
pridrzavanje smernica za primenu tromboprofilakse kod ove podgrupe pacijenata sa limfomom.

Kod pacijenata sa limfomom kod kojih je doslo do razvoja VTE, statisticki se znacajno ¢esce
javljala VTE kod pacijenata koji su ranije imali VTE i kod pacijenata sa urodenom trombofilijom
odnosno sa antifosfolipidnim sindromom. Nadalje, statisticki znacajno veca ucestalost razvoja VTE
bila je kod pacijenata koji su imali nedavnu traumu i/ili hirurs$ki zahvat unutar 30 dana od pocetka
specifiénog hematoloskog le¢enja. U nekoliko studija je pokazano da je raniji tromboticki dogadaj
povezan sa povecanim rizikom za razvoj VTE nakon dijagnoze limfoma i tokom lecenja istog
(155,169,170,175,187). Medutim, podaci po ovom pitanju nisu konkluzivni, jer mnoge studije nisu
registrovale prethodnu VTE kao posebnu varijablu, ili je mala veli¢ina studijske populacije uticala na
rezultate statistiCkih analiza 1 posljedicne zakljucke (143,145,146,169,188). Pored toga, prethodna
VTE je relativno redak dogadaj, a dodatno se situacija komplikuje tumacenjem podataka odnosno
razlikama u tipu trombotickog dogadaja koji se smatra prethodnom trombozom, kao i nedostatkom
informacija izmedu vremena od prethodne VTE i dijagnoze/leenja limfoma (169). U publikaciji koja
je ukljucila 289 pacijenata sa dijagnozom DBKL (186), u multivarijantnoj analizi prethodna VTE kod
ovih pacijenata bila je nezavisan faktor rizika za razvoj VTE u ovoj grupi pacijenata. Poznato je da
prisustvo urodenih trombofilija kod pacijenata sa malignitetom povecava rizik za razvoj CAT (96).
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Podaci o urodenim trombofilijama i rizika za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom su i dalje
oskudni. Sli¢na je situacija i sa podacima o antifosfolipidnom sindromu i antifosfolipidnim antitelima
u grupi pacijenata sa limfomom. U publikaciji Pabinger i sar. (189) koja se bavila prisustvom faktor
V Leiden mutacije kod pacijenata sa malignitetima, kod 12 od 124 pacijenata sa limfomom potvrdeno
je prisustvo navedene mutacije. Kod pacijenata sa spleni¢nim limfomom marginalne zona uocena je
visoka prevalencija antifosfolipidnih antitela (kod 13% pacijenata) i bila je povezana sa povec¢anim
rizikom za razvoj VTE (165). Japanski autori u studiji sa pacijentima sa DBKL, vrS$ili su skrining kod
pacijenata koji surazvili VTE (11%) 1 nisu zabeleZili prisustvo pacijenata sa urodenim trombofilijama
(deficit antitrombina, proteina C, proteina S) (146). U cilju adekvatnog dokumentovanja i ispitivanja
uticaja navedenih faktora na rizik za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom, neophodna su dalja,
po mogucénosti, prospektivna istrazivanja.

Pokazano je da su NLR, PLR, ESR, CRP i LDH bili statisticki znac¢ajno poviSeni kod
pacijenata sa limfomom sa VTE u odnosu na pacijente sa limfomom bez VTE, dok su TP 1 albumin
bili statisticki znacajno snizeni kod pacijenata sa limfomom i VTE u odnosu na pacijente sa
limfomom bez VTE. Dodatno, analiza ROC krive pokazala je zadovoljavajucu specifi¢nost i
senzitivnost NLR, PLR i CRP u predikciji VTE kod pacijenata sa limfomom. Konkretno,
univarijantna regresiona analiza pokazala je da su NLR, PLR, TP, albumin, LDH i CRP prognosticki
faktori za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom. Multivarijantni regresioni model je pokazao da
su NLR i CRP nezavisni prognosticki faktori za razvoj VTE (183). Neutrofili povezani sa tumorom
imaju znacajnu ulogu u TME i sluze kao veza izmedu maligniteta i inflamacije, uticu¢i na progresiju
tumora kroz nekoliko sloZenih mehanizama, koji ukljuc¢uju: mobilizaciju neutrofila iz koStane srzi ka
lokalizacijama na kojima se nalazi malignitet (uglavnom preko CXCR2 osovine), aktivno uces¢e u
TME (oslobadanje slobodnih radikala i sekrecija pro-tumorskih citokina i hemokina) (190). Sli¢no
tome, trombociti u velikoj meri stupaju u interakciju sa tumorskim ¢elijama, dok imaju znacajnu
ulogu u inflamaciji tako $to oslobadaju brojne inflamatorne medijatore, poput PF4 (CXCL4), P-
selektin i CD40L (191). INLR i PLR su se pokazali prognostickim markerima u razli¢itim patoloSkim
stanjima, ukljucujuci sepsu, sistemski eritemski lupus i solidne tumore (73,192—194). Pored toga,
NLR i PLR su se pokazali kao negativni prognosticki markeri kod pacijenata sa DBKL (195) 1 kod
pacijenata sa mantl ¢elijskim NHL (196). Medutim, neke studije su pokazale oprecne rezultate (197).
Sto se ti¢e povezanosti izmedu NLR i PLR i rizika za razvoj VTE, u nekoliko studija je nadena
prediktivna mo¢ NLR i PLR za razvoj VTE (82,198). Nasuprot tome, nekoliko studija (199,200) nije
identifikovalo povezanost izmedu NLR i PLR i povecanog rizika za razvoj VTE ili tromboze
cerebralnih vena. Prema nasim saznanjima, izuzev naSe studije ne postoje publikovane studije koje
su ispitivale NLR i PLR i rizik od razvoja VTE kod pacijenata sa limfomom. Srednji/visoki skor IPI
kod pacijenata sa DBKL bio je znacajno ucestaliji kod pacijenata koji su razvili VTE, u poredenju sa
onima bez VTE, §to je u skladu sa nedavno objavljenim podacima (173).

U poslednje vreme sve veci broj studija se bavi ispitivanjem povezanosti inflamacije i
tromboze, kao i specificnim mehanizmima koji predstavljaju osnov ove interakcije. Medutim, mnogi
patofizioloski mehanizmi koji imaju uc¢esc¢e u ovom komplikovanom procesu tek treba da budu u
potpunosti razjasnjeni. Do sada najvise proucavani mehanizmi za koje se pokazala sposobnost da
trigeruju razvoj tromboze ili su Cesto opservirani kod pacijenata koji su razvili trombozu su poviseni
nivoi TNF-a (201), hiperekspreksija IL-6 (202), NET (203), solubilni CD40L (204) i EV (205).
Kapoor 1 sar. (206) su znacajno doprineli razumevanju ovih procesa uvodenjem cetvrtog elementa u

Virhovljevu trijadu, nazvavsi je ,,tetradom tromboze®. Oni su izneli stav da postoji dovoljna koli¢ina
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dokaza koji podrzavaju uticaj imunoloske disregulacije na patofiziologiju tromboze, te upravo
imunoloska disregulacija predstavlja cetvrti element gore pomenute ,,tetrade®. Nekoliko studija je
identifikovalo povisene nivoe CRP kod pacijenata sa VTE (uglavnom DVT) (207), dok je istrazivanje
Antic¢a 1 sar. (125) ukazalo na potencijalni efekat Sirokog spektra inflamatornih i hemostatskih
biomarkera kod pacijenata sa limfomom (ukljuc¢uju¢i D-dimer, FXIIla, vWF, TNF-a, protein S,
B2Glikoprotein I, EV, aktivator plazminogena sli¢an urokinazi, fibronektin 1 PAI-1) dok je FXIIla
bio znacajno povisen kod pacijenata sa limfomom i VTE u odnosu na pacijente sa limfomom bez
VTE.

Sli¢no rezultatima ranije publikovanih studija (147,184,208), ustanovili smo da pacijenti sa
uznapredovalim stadijumom bolesti ¢eS¢e razvijaju VTE. Medutim, ovaj rezultat nije bilo statistic¢ki
znacajan. ,,Bulky* tumorska masa, zahvacenost medijastinuma i ECOG PS identifikovani su kao
prognosticki faktori za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom u univarijantnoj analizi (183). Velika
medijastinalna tumorska masa je vazan faktor rizika za razvoj VTE, uglavnom zbog mehanicke
kompresije na krvne sudove (142,145). Performans status je sastavni deo novijih modela za procenu
rizika od VTE, naglasavajuci time njegov znacaj u razvoju VTE (142,170). Takode, imobilizacija je
prepoznata kao faktor rizika za razvoj VTE. Od posebnog je znacaja kod pacijenata sa PCNSL, jer je
kod ove grupe pacijenata opservirana vrlo visoka stopa VTE (od 8,4% ¢ak do 59,5% pacijenata)
(143,144,153,209,210).

U naSoj retrospektivnoj kohorti pacijenata sa limfomom, pacijenti sa agresivnim limfomom
imali su vecu stopu razvoja VTE (11,8%) u poredenju sa pacijentima sa indolentnim limfomom
(5,3%) 1 pacijentima sa HL (8,4%) (183). Agresivna histologija i biologija ima predispoziciju da
komplikuje klini¢ki tok limfoma, a jedan od nacina je razvoj VTE (142,147,176,184,208,211).
Medutim, velika studija Sanfilippo i sar. (155) dosla je do zakljucka da je rizik od VTE za DBKL nizi
nakon prilagodavanja za dodatne faktore rizika. Generalno, agresivni limfomi imaju vecu stopu
proliferacije §to im omogucava da napreduju promptno 1 brze sticu faktore rizika za VTE (,,bulky*
tumorska masa, ekstranodalne lokalizacije, lo§ performans status), $to posledi¢no povecava ucestalost
razvoja VTE.

Komplementarno nasim rezultatima, predominantno vreme nastanka VTE kod pacijenata sa
limfomom bilo je pre ili unutar tri meseca od pocetka specificnog hematoloskog lecenja
(145,157,169,186,188,212,213). Ovi podaci skre¢u paznju na ulogu tromboprofilakse, koja se 1 dalje
nedovoljno primenjuje kod pacijenata sa malignitetom (170,214). S obzirom na odsustvo statisticke
znacajnosti za upotrebu tromboprofilakse izmedu pacijenata sa limfomom sa i bez VTE, nasi podaci
su potvrdili nedovoljno koriS¢enje tromboprofilakse. Postoji nekoliko razloga zaSto se
tromboprofilaksa i dalje nedovoljno koristi kod pacijenata sa limfomom: nedostatak pouzdane i
Siroko prihvacene upotrebe modela za procenu rizika od VTE za ovu heterogenu populaciju
pacijenata, nedostatak prospektivnih studija sa stratifikacijom rizika i1 randomizacijom za
tromboprofilaksu (211), izrazena heterogenost podataka u literaturi vezana za ovu temu i
precenjivanje rizika od krvarenja u kombinaciji sa antikoagulantnom terapijom kod pacijenata sa
malignitetom od strane klini¢ara. Postojanje VTE pre otpocinjanja specificnog hematoloskog lecenja
se Cesto pripisuje mehanickim faktorima kompresije tumorske mase na venski sistem (145,169).
Potrebna su dalja specifi¢na i adekvatno dizajnirana klinicka istrazivanja tromboprofilakse u cilju
dobijanja visokokvalitetnih podataka i dokaza za generisanje ¢vrstih klinickih smernica i vodica za
pacijente sa limfomom.
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Pacijenti sa limfomom koji su postigli nezadovoljavaju¢i terapijski odgovor bili su podlozniji
razvoju VTE (183). Ovaj rezultat je u skladu sa objavljenim podacima koji potvrduju povezanost
izmedu agresivnog limfoma i uznapredovalog stadijuma bolesti, Sto rezultira kra¢im OS i veCom
stopom mortaliteta (145,184,188,208). Pored toga, u studiji Dharmavaram i sar. (176) negativan
uticaj VTE na prezivljavanje i mortalitet pokazan je i kod pacijenata sa DBKL 1 sa folikularnim NHL,
s tim §to kod drugog nije potvrdena statisticka znacajnost. Medutim, u jednom istrazivanju (215) nije
uocena razlika u OS izmedu pacijenata sa limfomom koji su razvili VTE 1 pacijenata sa limfomom
koji nisu razvili VTE. Biologija agresivnih limfoma ima presudan uticaj na razvoj tezeg klinickog
toka bolesti. Stavise, imunoloska disregulacija kod pacijenata sa agresivnim podtipovima limfoma je
verovatno u vecoj meri izrazena, te doprinosi riziku za razvoj VTE.

U na$oj studiji, pacijenti koji su primali intenzivne hemioterapijske protokole prve terapijske
linije ili ,,salvage* hemioterapijske protokole su imali vecu stopu razvoja VTE od onih koji su leceni
standardnim protokolima prve linije (R-CHOP, CHOP, ABVD) (183). Poznato je da je sama primena
hemioterapije faktor rizika za razvoj VTE (85,142). Incidencija VTE bila je veca kod pacijenata sa
limfomom koji su leceni intenzivnim hemioterapijskim potokolima (148). Takode, antraciklinski
lekovi su povezani sa povecanim rizikom od razvoja VTE (155,176,216). U jednoj od novijih studija
(217) nadeno je da je veci broj ciklusa hemioterapije povezan sa ve¢im rizikom od razvoja VTE kod
pacijenata sa limfomom. Naime, incidencija VTE kod pacijenata koji su primili vise od 10 ciklusa
hemioterapije bila je signifikantno ve¢a u odnosu na pacijente koji su primili izmedu 1-6 ciklusa
hemioterapije. Ova opservacija je zabeleZzena u nekoliko istrazivanja (155,218), i smatra se da je
posledica efekta akumulacije hemioterapeutika za koje je poznato da imaju trombogene karakteristike
(217). Intenzivni protokoli prve linije terapije se koriste za leCenje agresivnijih podtipova limfoma, a
1 intenzivni protokoli i agresivni podtipovi limfoma su potencijalni faktori rizika za razvoj VTE.
Relapsiraju¢i limfomi su skloni agresivnijem klinickom toku, prvenstveno zbog biologije bolesti i
razvoja i sticanja rezistentnih karakteristika tokom lecenja. Posledi¢no se ti pacijenti uglavnom lece
intenzivnijim ili ,,salvage* hemioterapijskim rezimima. Pored navedenog, ovi pacijenti ¢esto imaju i
druge faktore rizika za razvoj VTE, poput loSeg performans statusa i uznapredovalog stadijuma
bolesti, koji signifikantno doprinose pove¢anom riziku od razvoja VTE.

U saglasju sa dosadaSnjim istrazivanjima (168,219), KS nije pokazao zadovoljavajuce
prediktivne performanse za razvoj VTE kod pacijenata sa limfomom. Stoga sve vise preovladava
promena paradigme ka modelima procene rizika za razvoj tromboze koji su dizajnirani specifi¢no za
odredenu bolest. Naime, ovakvi RAM imaju bolje prediktivne performanse jer obuhvataju varijable
koje su specifi¢ne za odredenu bolest 1 za koje je poznato da doprinose pove¢anom riziku za razvoj
dogadaja od interesa, u ovom slucaju VTE. Primer RAM koji je dizajniran specifi¢no za odredenu
bolest je ThroLy skor za procenu rizika razvoja tromboza kod pacijenata sa limfomom (157).

Navedeni rezultati koji govore u prilog aktivirane inflamacije kod pacijenata sa limfomom i
povezanosti iste sa rizikom od razvoja VTE kod ove grupe pacijenata, otvaraju potencijalnu
mogucnost primene antiinflamatornih lekova u grupi visokog rizika za razvoj VTE. Naravno, za
ispitivanje ove pretpostavke neophodne su adekvatno dizajnirane randomizovane klinicke studije
koje bi pruzile odgovor na ovu pretpostavku.

U prospektivnom delu istrazivanja, fokus je stavljen na grupu pacijenata sa agresivnim
limfomom, ta¢nije DBKL. U ovoj grupi pacijenata, ukupna koncentracija Annexin V+ EV bila je
42



statisticki znacajno veca od koncentracije Annexin V+ EV kod zdravih kontrola. Statisticki
signifikantno veée koncentracije TF+ EV, TF+ PEV, TF+ P-selektin EV, TF+ E-selektin EV, EV
porekla DBKL/B-¢elijske populacije i TF+ EV porekla DBKL/B-¢elijske populacije su nadene u
grupi pacijenata sa DBKL u odnosu na koncentracije EV pomenutih obrazaca kod zdravih kontrola.
U poredenju grupa pacijenata sa DBKL 1 VTE odnosno bez VTE, kao i1 u poredenju sa ishodom
ukupnog prezivljavanja, nisu uocene statisticki zna¢ajne razlike u koncentraciji prethodno pomenutih
EV. EV predstavljaju vrlo aktivno nau¢no polje istrazivanja, uz izrazenu heterogenost, pre svega, u
aspektu metodologije, i to u svim segmentima obrade EV: izolaciji, preparaciji, purifikaciji i analizi
EV. Posebno je izrazena heterogenost u analizi EV jer se koriste sve navedene metode: proto¢na
citometrija, analiza pracenja nanoCestica, Western-blot, sekvenciranje nove generacije (next
generation sequencing), elektronska mikroskopija (135,220-225). Sve pomenute metode imaju svoje
prednosti i mane, razlike u zastupljenosti, u ceni, u kompleksnosti same metode ali i u interpretaciji
rezultata. Slede¢i nivo heterogenosti su funkcionalni testovi za EV, poput koagulacione funkcije
(vreme zgruSavanja, generisanje trombina), fibrinolize (generisanje trombina), Celijskih funkcija
(226-229). Navedeni faktori pojedinacno i zajedno utiu na rezultate istrazivanja i posledicne
zakljucke koji iz njih proizilaze. Medutim, i pored izraZene metodoloske heterogenosti, rezultati
dobijeni jednom metodom se najcesée uspesno reprodukuju drugom metodom, potvrdujuéi testirane
hipoteze. Koncentracija EV kod pacijenata sa malignitetom je oko 2 puta ve¢a u odnosu na zdrave
kontrole (230). Razlog za ovu pojavu nije u potpunosti razjasnjen, ali je poznato da je veéi broj
proteina i lipida, koji imaju ulogu u formiranju EV, povisen kod razli¢itih maligniteta (134,135). Ovaj
rezultat je u saglasnosti sa nasim o povec¢anoj ukupnoj koncentraciji EV kod pacijenata sa DBKL.
Karakterizacijom EV porekla DBKL su se bavili Rutherfor i sar. (231) u svojoj studiji. Sproveli su
istrazivanje na 5 komercijalnih Celijskih linija DBKL ABC i GCB podtipa, primarnom DBKL
uzorkovanom od obolelih i kontrolnoj normalnoj B-¢elijskoj liniji. U skladu sa naSim rezultatom je
nalaz CD20+ EV porekla DBKL. Dodatno, oni su potvrdili da se analizom EV porekla DBKL mozZe
ste¢i uvid u ,,cell of origin“. Celije DBKL su sekretovale zna¢ajne koncentracije CD63, Alix, TSG101
1 CD81 EV. Posebnu paznju su posvetili RNK sadrzaju EV porekla DBKL. Naime, potvrdili su da je
analizom RNK iz EV porekla DBKL moguce utvrditi mutacioni profil ¢elija odnosno tumora koji ih
produkuje. S obzirom da EV cirkuliSu kroz organizam i da se mogu relativno lako izdvojiti iz
periferne krvi, oCekivano je da analiza EV moZze da pruzi vazne informacije o pracenju bolesti ali 1
da potencijalno ima implikacije na donoSenje terapijskih odluka vezanih za DBKL. U jo$ jednoj
studiji (232) koja se takode bavila EV kod pacijenata sa DBKL i zdravih kontrola, identifikovana je
znacajna razlika u proteomu EV izmedu DBKL i zdravih kontrola u kvalitativnoj, kvantitativnoj i
funkcionalnoj analizi. Sto se ti¢e poredenja sa nadim rezultatima, koristili su razli¢ite markere te
direktna komparacija nije moguca. Identifikovali su znac¢ajno vecu koncentraciju CD9+ i1 CD81+ EV
u plazmi pacijenata sa DBKL u odnosu na zdrave kontrole. Pored zna¢ajne razlike u ekspresiji velikog
broja razli¢itih proteina izmedu DBKL i zdravih kontrola, interesantan podatak je povecana ekspresija
proteina u KEGG putu karakteristicnom za sistemski eritemski lupus. Ovaj podatak dodatno moze
uticati na aktivaciju inflamacije u limfomima.

Pretpostavka je da EV porekla tumora koje eksprimiraju TF doprinose i da su povezane sa
razvojem VTE (233). Transmembranski protein TF, koji je glavni inicijator koagulacije, prekomerno
je eksprimiran u razli¢itim tipovima maligniteta i moze podstaéi rast tumora i metastaza (234,235).
U korelaciji sa navedenom ¢injenicom su i nasi rezultati, gde je ukupna koncentracija TF+ EV bila
veca kod pacijenata sa DBKL u odnosu na zdrave kontrole. Medutim, konkretna komparacija
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rezultata nije moguca jer nismo identifikovali studije koje su se do sada bavile ukupnim brojem EV
kod pacijenata sa DBKL, a takode do sada nije radena karakterizacija profila navedenih EV: TF+
PEV, TF+ P-selektin EV, TF+ E-selektin EV, TF+ EV porekla DBKL/B-¢elijske populacije. U studiji
van Es i sar. (236), koja je ukljucila pacijente sa razli¢itim vrstama maligniteta u uznapredovalom
stadijumu bolesti (jednjak, pluca, kolon, pankreas, dojka, zeludac, jajnik, prostata, mokra¢na besika),
testom generisanja trombina potvrdeno je da je visoka EV-TF prokoagulantna aktivnost bila povezana
sa povecanim rizikom od razvoja VTE. Najjaca povezanost opservirana je kod pacijenata sa tumorom
pankreasa, kod kojih je uocena i povezanost sa loSijom stopom prezivljavanja (237). Takode u
preglednom radu Geddings i sar. (238), navedena je povezanost nekolicine razli¢itih maligniteta kod
kojih su TF+ EV (odnosno mikropartikule) povezane sa povisenim rizikom za razvoj VTE. Metodom
imunohistohemije, rezultati ekspresije TF kod pacijenata sa limfoidnim malignitetima nisu u
potpunosti razjasnjeni. Naime, u jednoj publikaciji (239) istice se da ekspresija TF kod limfoma ne
poti¢e od malignih ¢elija jer iste ne eksprimiraju TF, dok se u jednoj nedavno publikovanoj studiji
(240) navodi da je ekspresija TF vrlo izrazena u DBKL. Prema nasim rezultatima, iako je nadena
razlika u koncentraciji TF+ EV kod pacijenata sa DBKL i zdravih kontrola, nije nadena statisticki
znacajna razlika u koncentraciji TF+ EV izmedu pacijenata sa DBKL u odnosu na VTE. Jedan od
potencijalnih razloga ovakvog rezultata je veli¢ina uzorka naseg prospektivnog istraZivanja, te bi na
vecem uzorku performanse statistickih testova bile neupitno senzitivnije i specifi¢nije, Sto bi
rezultiralo ja¢im nivoom statistiCkih dokaza. Izostanak znacajnosti po pitanju ishoda OS moze biti
posledica izostanka uticaja TF+ EV na razvoj VTE, ali takode potencijalno moze biti uzrokovana i
duzinom prospektivnog pracenja pacijenata sa DBKL ¢ija je medijana bila 32 meseca u nasem
istrazivanju.

PEV se otpustaju u cirkulaciju od trombocita prilikom aktivacije istih. Ta¢na koncentracija
PEV u plazmi zdravih individua jo§ uvek nije u potpunosti definisana ali se smatra da se nalazi u
opsegu od 20 EV/uL do 10° EV/uL (241,242). Zbog &esto slozenog sadrzaja koji prenose (proteini,
lipidi, metaboliti, nukleinske kiseline), PEV ucestvuju u razli¢itim patoloskim procesima kao $to su
angiogeneza, tumori, kardiovaskularne bolesti ili inflamacija (135). Nasi rezultati govore u prilog
statistiCki znacajno vece koncentracije TF+ PEV u plazmi pacijenata sa DBKL u poredenju sa
zdravim kontrolama, dok nije nadena znacajna razlika u koncentraciji TF+ PEV kod pacijenata sa
DBKL i VTE u odnosu na pacijente sa DBKL bez VTE. Do sada ne postoje studije koje su ispitivale
koncentraciju TF+ PEV kod pacijenata sa DBKL, ali je, pre svega, kod solidnih maligniteta potvrdena
povecana koncentracija PEV (dojka, kolorektalni karcinom, tumor Zeluca, tumor pluca, oralni
skvamocelularni karcinom) (243-248). U radu Yamanaka 1 sar. (249), u koji su ukljuceni pacijenti sa
razli¢itim malignitetima (od ¢ega su 53 pacijenta imala dijagnozu limfoma), nadena je znacajno vecéa
koncentracija PEV kod pacijenata kod kojih je doslo do razvoja CAT u odnosu na pacijente bez CAT.
U vecem broju publikacija pokazano je da PEV mogu doprineti tumorskoj angiogenezi i rastu
tumorskih ¢elija u in vitro uslovima tako $to obezbeduju faktore rasta i receptore za faktore rasta
(F1t1, VEGF receptor) (250-253). Sa druge strane, CAT i PEV je tema koja je do sada bila zna¢ajno
aktuelnija i kojom se bavio vec¢i broj istraZivaca. Mallat i sar. (254) su prokoagulantnu aktivnost PEV
predominantno povezivali sa TF. Pored TF, glavni prokoagulantni mehanizam PEV je ekspozicija
negativno naelektrisanih fosfolipida (npr. PS), koji stvaraju kompleksne veze sa Ca** jonima, koji
dalje vezuju vitamin K zavisne faktore koagulacije. Na ovaj nacin se komponente koagulacione
kaskade koncentriSu na povrSini negativno naelektrisanih membrana, §to rezultira drasticnim
povecanjem brzine proteoliticke konverzije i1 aktivacije faktora koagulacije. Dakle, PEV koji
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eksprimiraju PS obezbeduju povrSinu za stvaranje kompleksa tenaze i protrombinaze, ¢ime su
direktno ukljuceni u proces koagulacije, Sto implicira uzro¢nu vezu izmedu povecane koncentracije
PEV i razvoja tromboze (135,255). Koncentracija PEV bila je niza u plazmi pacijenata sa DVT na
dijagnozi, dok je koncentracija PEV imala tendenciju porasta kod istih pacijenata u periodu 1-3
godine nakon obustavljanja primene varfarina (256). U pedijatrijskoj populaciji pacijenata sa
akutnom limfoblastnom leukemijom, tokom indukcione faze leCenja, primecen je porast broja EV
dominantno na ra¢un PEV, a pokazana je i prokoagulantna aktivnost EV odnosno PEV (257). S
obzirom na gore navedene rezultate, iako je koncentracija TF+ PEV povecana kod pacijenata sa
DBKIL, ¢injenica da se koncentracija TF+ PEV ne razlikuje kod DBKL pacijenata sa i bez VTE moze
biti refleksija ukupnog rezultata TF+ EV u ovim subpopulacijama pacijenata. Pored limitacije u vidu
broja pacijenata ukljuenih u prospektivni deo istrazivanja, navedeni rezultati mogu i¢i u prilog
ogranicenoj funkciji TF+ EV odnosno PEV u patofizioloskim mehanizmima razvoja VTE kod
pacijenata sa DBKL. Dodatna istrazivanja u ovom pravcu su neophodna radi razjasnjenja i dobijanja
adekvatnih naucnih saznanja.

Povecane koncentracije TF+ P-selektin EV 1 TF+ E-selektin EV opservirane su u grupi
pacijenata sa DBKL u odnosu na zdrave kontrole, dok nije uocena znacajna razlika u koncentraciji
ovih EV po pitanju VTE u grupi pacijenata sa DBKL. P-selektin je transmembranski protein kojeg
produkuju megakariociti i endotelne ¢elije, i nalazi se u alfa granulama trombocita odnosno u Vajbel-
Paladijevim telaScima u endotelnim ¢elijama (258). Glavi ligand za P-selektin je PSGL-1 koji se
nalazi na vecini leukocita, a P-selektin se vezuje i za glikoprotein 1b na trombocitima, na ovaj nac¢in
P-selektin facilitira leukocitnu i trombocitnu adheziju. Nadalje, P-selektin trigeruje otpustanje
prokoagulantnih mikropartikula (259) i povecava ekspresiju TF na monocitima (260), a sve navedeno
zajedno povecava rizik od razvoja tromboze (261). Inicijalno ispitivan u animalnim modelima (262),
a potom je potvrdeno i u istrazivanjima na humanoj populaciji da membranski P-selektin primarno
doprinosi patogenezi DVT, dok solubilni P-selektin sluzi kao biomarker za VTE (261,263-265). E-
selektin je takode regulator formiranja tromba. Radi o glikoproteinu koji je eksprimiran na ¢elijama
endotela, a facilitira nastanak tromba direktno moduliSuc¢i neutrofilnu i monocitnu aktivnost. Zajedno
sa P-selektinom regrutuje leukocite na mesto inflamacije (261,266). Poput P-selektina, E-selektin je
takode povezan sa razvojem VTE (261). Pored VTE, P-selektin je povezan i sa arterijskim
trombozama (267). Broj publikacija na temu EV P-selektin i EV E-selektin pozitivnih kod pacijenata
sa malignitetom je vrlo ogranien, a prema nasim saznanjima do sada ne postoje radovi koji su se
bavili TF+ P-selektin EV i1 E-selektin EV. NeSto viSe je nau¢nih saznanja i podataka prisutno za EV
koje eksprimiraju PSGL-1. Thomas i sar. (268) pokazali su da ¢elije tumora pankreasa i tumora pluéa
produkuju EV koje eksprimiraju TF i PSGL-1, i na humanom i na animalnom modelu in vitro. In
vivo, EV porekla ¢elija maligniteta, ubrizgane u zivog misa, akumuliraju se na mestu povrede i
smanjuju vreme krvarenja iz repa i vreme do okluzije venula 1 arteriola. Dominantan mehanizam
kojim se EV porekla tumorskih ¢elija akumuliraju na mestu formiranja tromba je putem interakcija
izmedu PSGL-1 eksprimiranog na povrSini EV 1 P-selektina eksprimiranog na aktiviranim
trombocitima i endotelnim ¢elijama. Ovakvo protromboticko stanje je takode primeceno kod miSeva
koji obolevaju od maligniteta. Kod takvih miSeva povecana je koncentracija cirkuliSu¢ih EV porekla
trombocita, endotelnih ¢elija i tumorskih ¢elija (268). U studiji koja je ukljucila pacijente sa
neprovociranom VTE (bez dijagnoze maligniteta) (269), nadeno je da je koncentracija PSGL-1+ EV
u plazmi povezana sa rizikom od razvoja neprovocirane VTE. S obzirom na izuzetno oskudne podatke
u literaturi prakti¢no je nemoguce porediti nase rezultate i tumaciti ih u Sirem aspektu. Limitacije koje
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su prethodno navedene (veli€ina uzorka, duzina prospektivnog pracenja pacijenata) vaze i za rezultate
izostanka znacajnosti razlike u koncentraciji TF+ P- selektin EV 1 TF+ E-selektin EV kod pacijenata
sa DBKL sa odnosno bez VTE, kao i razlike u ishodu OS. Takode, izostanak razlike u koncentraciji
TF+ P- selektin EV i TF+ E-selektin EV kod DBKL pacijenata sa odnosno bez VTE moze biti
uzrokovana izostankom razlike u koncentraciji TF+ EV izmedu ove dve grupe pacijenata.

Interpretacija OHP analize i nivoa D-dimera u prospektivno pracenoj grupi pacijenata sa
DBKL sa odnosno bez VTE je bila znacajno limitirana skromnom veli¢inom uzorka pacijenata, iako
su u deskriptivnoj obradi podataka uocene numericke razlike u vrednosti D-dimera. D-dimer
predstavlja globalni marker aktivacije koagulacionog i fibrinoliti¢kog sistema, koji se ve¢ istorijski
koristi kao nezaobilazan biomarker primarno za isklju¢ivanje trombotickih dogadaja, ali se takode
koristi 1 u dijagnostici aortne disekcije 1 diseminovane intravaskularne koagulacije (DIK) (270).
Negativnu prognosti¢ku snagu D-dimera za dijagnozu DVT potvrdili su Wells 1 sar. (271), a potom
se ista potvrdila za sve entitete VTE (272,273). Postoji veliki broj oboljenja i stanja koja su povezana
sa povecanim nivoom D-dimera, a da se ne radi o VTE: inflamacija, DIK, godine starosti, hirurSke
intervencije, traume/opekotine, aortna disekcija, malignitet, infekcija/sepsa, trudnoca, ciroza jetre,
tromboliticka terapija, bubrezna insuficijencija, kardiovaskularne bolesti (270,274-283). Medutim i
pored navedenih limitacija, ukljucujudi i Cesto izostanak standardizacije metode, D-dimer je suveren
biomarker za isklju¢ivanje trombotic¢kih dogadaja i danas se rutinski koristi u te svrhe (270). U CATS
skoru za procenu rizika za CAT inkorporiran je D-dimer kao jedna od dve varijable (druga varijabla
je lokacija maligniteta) (284). CATS kohorta ovog skora ukljucila je 17% pacijenata sa dijagnozom
limfoma, sa C-statistikom od 0,66. U gotovo svim istraZivanja koja su se bavila incidencijom VTE
kod pacijenata sa DBKL, nivo D-dimera nije bio jedan od ciljeva istrazivanja. Naime, razlog tome je
da su istrazivanja uglavnom bila retrospektivna i da analiza D-dimera nije rutinski radena. lako je u
deskripciji podataka uocena numericka razlika nivoa D-dimera u prospektivno pracenoj grupi DBKL
pacijenata sa i bez VTE, adekvatno statisti¢cko zaklju¢ivanje nije moguce uciniti zbog malog uzorka
pacijenata. Smatramo da bi razlika u vrednosti D-dimera izmedu ove dve grupe pacijenata bila
identifikovana 1 statisticki potvrdena ukoliko bi istrazivanje bilo sprovedeno na vecem uzorku
pacijenata.

OHP je koncipiran tako da ima sposobnost da detektuje kako hiperkoagulabilna tako i
hipokoagulabilna stanja, a takode se moze koristiti za monitoring antikoagulantne i antiagregacione
terapije (180). Deskriptivni rezultati u nasoj podgrupi pacijenata sa DBKL pokazali su nesto vise
vrednosti OHP i nize vrednosti OFP kod jedinog pacijenta sa DBKL i VTE u poredenju sa DBKL
pacijentima bez VTE, dok je medijana OCP veca kod DBKL pacijenata bez VTE u poredenju sa
pacijentom sa VTE. Prema nasim saznanjima, OHP analiza do sada nije radena kod pacijenata sa
DBKL niti kod pacijenata sa limfomom. U prospektivnoj pilot studiji (285), koja je bila fokusirana
na pacijente sa multiplim mijelomom (MM), smoldering mijelomom (SM) i monoklonskoj gamapatiji
neodredenog znacaja (MGUS), nije nadena znafajna razlika u OHP izmedu pacijenata sa
MM/SM/MGUS i zdravih kontrola. Tokom pracenja u trajanju od 14 meseci, OHP je bio statisticki
vedi 1 OFP statisticki nizi kod pacijenata koji su razvili arterijsku trombozu, dok razlike nije bilo kod
pacijenata sa VTE. Postoji niz publikacija u kojima su testirane performanse ovog testa u
protrombotickim stanjima kod nekancerskih pacijenata, kako u fizioloSkim tako i patoloskim
stanjima. OHP testom je detektovano prokoagulantno stanje tokom kontrolisane ovarijalne
hiperstimulacije za in vitro fertilizaciju (286). Narusen hemostatski balans u trombogenom pravcu

kod Zena sa prethodnom VTE potvrden je OHP analizom (287). Kod pacijentkinja koje su imale
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rezistenciju na aktivirani protein C ili faktor V Leiden mutaciju, disbalans OHP u prokoagulantnom
smeru (kra¢e vreme zgruSavanja i duze vreme lize ugruska) bio je jo§ izraZeniji u odnosu na
pacijentkinje bez navedenih abnormalnosti. Nedavno publikovan rad McLeod i sar. (288) daje jo$
jedan novi upotrebni aspekt OHP. Naime, ova pilot studija sugeriSe da OHP analiza, kod pacijenata
koji su jo§ uvek na antikoagulantnoj terapiji, ima prognosticku snagu po pitanju razvoja post-
trombotiCkog sindroma, te na ovaj nacin OHP moze biti od koristi u izboru i primeni preventivnih
mera kod ove grupe pacijenata. Jo§ interesantniji rezultat je dobijen u studiji istih autora (289) gde su
pokazali da se OHP testom moZe detektovati hiperkoagulabilno i1 hipofibrinoliticko stanje kod
pacijenata sa VTE dok primaju terapijske doze antikoagulantne terapije te se na taj nacin moze
stratifikovati rizik za rekurentnu VTE, omogucavaju¢i individualizaciju odluke o dugotrajnoj
antikoagulantnoj terapiji. Bitan podatak iz ove pilot studije je da je OCP imao bolje performanse od
D-dimera u predikciji neprovocirane rekurentne VTE (ROC AUC 0,71 vs. 0,43). Jo$ jedna znacajna
potvrda snage OHP analize u detekciji hiperkoagulabilnog stanja pokazana je u publikaciji Curnow i
sar. (290), koji su sproveli istrazivanje na heterogenoj grupi pacijenata sa klinickim
hiperkoagulabilnim stanjem (arterijske tromboze, VTE, autoimune bolesti, komplikacije u trudno¢i,
antifosfolipidna antitela itd.). Procenjena senzitivnost OHP testa za detekciju klinicki definisanog
hiperkoagulabilnog stanja bila je cak 96%. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u animalnim modelima (pas,
mis) (291-293). Pandemija COVID-19 bila je odli¢an povod za jo$ jedno testiranje OHP analize, pre
svega zbog poznate koagulopatije u ovoj infekciji. Nadeno je da je kod COVID-19 pacijenata pre
svega poremecena fibrinoliza (294), tacnije OHP analizom su potvrdene prethodne opservacije
poremecene fibrinolize kao jedan od faktora patogeneze koagulopatije u ovoj infekciji (295,296).
OHP je takode koriS¢ena za karakterizaciju razli¢itih hiperkoagulabilnih stanja (koronarna bolest i
revaskularizaciona hirurgija, ortopedska trauma, shizofrenija, sleep apnea) (293,297-301).
Identifikovali smo jednu publikaciju (302) koja na opstoj populaciji nije pronasla znacajnu razliku u
vrednostima OHP kod pacijenata sa VTE 1 pacijenata bez VTE. S obzirom na limitaciju malim
uzorkom pacijenata, nije moguce sprovesti adekvatnu interpretaciju statistickih testova u poredenju
nase grupe pacijenata sa DBKL u odnosu na VTE. Imaju¢i u vidu do sada publikovane podatke i
deskriptivne rezultate naSe analize, sprovodenje OHP analize na vecem uzorku pacijenata, po
mogucnosti prospektivnog dizajna, je neophodan preduslov za izvodenje zakljuCaka o ovom
perspektivnom alatu za dijagnostiku hiperkoagulabilnih stanja.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Biomarkeri inflamacije, a pre svega NLR i CRP, povezani su sa povisenim rizikom od razvoja
VTE kod pacijenata sa limfomom koji su leCeni (imuno)hemioterapijom. Disregulacija
inflamacije igra znacajnu ulogu u razvoju VTE u ovoj grupi pacijenata. Lako dostupni markeri
inflamacije mogu adekvatno da reflektuju nivo inflamacije i stratifikuju pacijente koji su u
povecanom riziku za razvoj VTE.

Nezadovoljavaju¢i terapijski odgovor na (imuno)hemioterapiju bio je povezan sa razvojem
VTE kod pacijenata sa limfomom. Kompletna remisija bila je reda kod pacijenata sa
limfomom koji su razvili VTE nego kod onih koji nisu razvili VTE. Pacijenti sa limfomom
kojima su ordinirani intenzivni protokoli u prvoj liniji lecenja ili ,,salvage* protokoli, imali su
vecu stopu VTE u odnosu na pacijente sa limfomom koji su leCeni standardnim protokolima
prve terapijske linije.

U grupi pacijenata sa DBKL koja je prospektivno pra¢ena, ukupna koncentracija Annexin V+
EV signifikantno je bila ve¢a od koncentracije Annexin V+ EV kod zdravih kontrola.
Dodatnom karakterizacijom profila EV, nadene su signifikantno vec¢e koncentracije TF+ EV,
TF+ PEV, TF+ P-selektin EV, TF+ E-selektin EV, EV porekla DBKL/B-¢elijske populacije
1 TF+ EV porekla DBKL/B-¢elijske populacije u grupi pacijenata sa DBKL u odnosu na
koncentracije EV pomenutih obrazaca kod zdravih kontrola. U poredenju grupa pacijenata sa
DBKL i VTE odnosno bez VTE nisu uocene statisticki znacajne razlike u koncentraciji gore
pomenutih EV. Interpretacija rezultata OHP analize i nivoa D-dimera kod pacijenata sa DBKL
sa odnosno bez VTE je bila znacajno limitirana malim uzorkom pacijenata.
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