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ABSTRACT
Introduction: It has been established that the num-
ber of activated neutrophils and platelets increases in 
the presence of inflammatory and neoplastic diseases. 
The formation of complexes between these cells is the 
main mechanism that connects haemostasis with in-
flammatory processes. 
Aim: We aimed to investigate the level of circulating 
platelet-neutrophil complexes (PNC) before and after 
with platelet agonist stimulation (ADP and PMA). 
Materials and Methods: A total 88 patients with 
pathologically verified non-Hodgkin’s lymphoma 
(NHL) before chemotherapy and 20 healthy controls 
had their PNC levels analyzed. Levels of PNC were 
measured by flow cytometry analysis of peripheral 
blood. 
Results: The platelet-neutrophil complex levels were 
significantly higher in patients with NHL compared 
to healthy controls (p<0.01). The levels were signifi-
cantly higher in the group of patients with aggressive 
NHL compared with the group of patients with indo-
lent NHL. 

РЕЗЮМЕ
Въведение: При малигнените заболявания бро-
ят на активираните неутрофили и тромбоци-
ти се увеличава многократно. Образуването на 
комплекси между тромбоцитите и неутрофили-
те, наречено PNC (platelet-neutropfil complexes), e 
основен механизъм, свързващ хемостазата и въз-
палителните процеси на вродената имунна сис-
тема. 
Цел: Цел на проучването е да се изследват нива-
та на циркулиращи неутофилно-тромбоцитни 
комплекси (ЦНТК) при новодиагностицирани па-
циенти с агресивни и индолентни неходжкинови 
лимфоми (НХЛ) преди и след стимулация с тром-
боцитни агонисти (АDP и PMA). 
Материал и методи: Нивата на ЦНТК са из-
следвани чрез флоуцитометричен анализ на ве-
нозна кръв при 88 пациенти с хистологично вeри-
фицирани НХЛ преди химиотерапевтично лече-
ние и при 20 здрави контроли. 
Резултати: Установява се съществена разли-
ка между средните стойности на PNC при здра-
вите контроли и тези в пациентската група 
(р<0.001). Установи се значима разлика в нивата 
на PNC при агресивните в сравнение с индолент-
ните НХЛ.
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ВЪВЕДЕНИЕ
Неутрофилите са важна част от имун-

ната система. Те отделят различни видове 
молекули, наречени цитокини и хемокини. 
Доказано е, че тези белтъци имат важна роля 
за развитието на туморните клетки и реди-
ца процеси, позволяващи разрастване на ту-
морната тъкан (туморна ангиогенеза, проце-
си на метастазиране и др.) (1). Тромбоцитите 
са клетки, свързани с процесите на хемоста-
за и играят ключова роля в образуването на 
фибриновия съсирек (4).

Установено е, че при възпалителни про-
цеси и неопластични заболявания броят на 
активираните неутрофили и тромбоцити се 
увеличава многократно.

Образуването на комплекси между не-
утрофили и тромбоцити, нареченo PNC 
(platelet-neutrophil complexes) е много важен 
механизъм, свързващ хемостазата и възпа-
лителните процеси (2). Процесът на форми-
ране на комплекси води до взаимно активи-
ране на тромбоцити и на неутрофили, осво-
бождаване на цитокини, експозиция на оп-
ределени адхезионни молекули и рецептори 
на клетъчната повърхност (4). 

През 1975 г. за първи път подобни вза-
имодействия между неутрофили и тромбо-
цити са наблюдавани при пациенти с рак на 
простатна жлеза (12). 

Преди около 50 години феноменът 
тромбоцитите, прилепнали към неутрофи-
ли, е описан и формулиран като „тромбоци-
тен сателизъм“ (11). Днес е известно, че обра-
зуването на комплекси между тромбоцити-
те и неутрофилите се отнася до плеяда от па-
тологични състояния, но точният механи-
зъм на тяхното формиране все още е обект 
на дискусии.

Образуването на неутрофилно-тромбо-
цитни комплекси се осъществява между ад-
хезионна молекула P-selectin (CD62P), раз-
положена върху тромбоцитната мембрана и 

лиганда PSGL-1, намиращ се върху неутро-
филите (10). 

Взаимодействието между циркулира-
щите тромбоцити и неутрофили е процес, 
характеризиращ се с интензивен обмен на 
вътреклетъчни сигнали. 

Подчертанa е важната роля на взаимо-
одействията между интегринови рецептор-
ни молекули, като Gp1b-IX-V/GpIIB/IIIa вър-
ху тромбоцитите и alpha-M-beta-2 върху не-
утрофилите, които инициират вътреклетъч-
на сигнализация (5,15).

Съществуват много интересни факти, 
показващи, че тези циркулиращи PNC обра-
зуват т. нар. „метастатична ниша“ и засилват 
процесите на метастазиране (13). PNC ком-
плекси се наблюдават при редица патологич-
ни състояния, като бронхиална астма, хро-
ничен улцерозен колит (ХУК), сепсис, рев-
матоиден артрит, остър коронарен синдром 
и др. (3,6,7,16). 

До този момент при нито една от нозо-
логичните единици, включени в тази група 
лимфопролиферативни заболявания, не е 
проучена ролята на циркулиращите неутро-
филно-тромбоцитни комплекси (PNC) за 
хода на протичане на заболяванията, вклю-
чително като рисков показател и потен-
циален прогностичен фактор за изхода от 
лечение.

ЦЕЛ
Цел на изследването е да се анализират 

нивата на циркулиращите PNC при новоди-
агностицирани пациенти с агресивни и ин-
долентни неходжкинови лимфоми (НХЛ) 
преди и след стимулация с тромбоцитни 
агонисти ADP (аденозин-дифосфат) и PMA 
(форбол-миристат-ацетат) и мониториране 
на нивата на PNC след проведено противо-
туморно лечение.

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
В проучването са включени общо 88 но-

водиагностицирани пациенти с хистологич-
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нификантна разлика във възрастовите гру-
пи между изследваните пациенти и здрави-
те контроли.

Разпределението по пол е: мъже – 52.3% 
и жени – 47.7%. Установи се съществена раз-
лика между пола на пациентите и типа на 
НХЛ {OR=1.87(0.810-4.317); p<0.05}.

В групата с агресивни НХЛ доминира 
броят на мъжете (58.7%), а в групата с индо-
лентни НХЛ – този на жените (56.8%).

Разпределението според вида на лимфо-
ма е, както следва: агресивни НХЛ са 52.3% и 
индолентни – 47.7%. В изследването са вклю-
чени и 20 здрави доброволци, служещи за 
контролна група. 

На Фиг. 1 са представени средните стой-
ности на PNC% в клиничната група и в гру-
пата на здравите контроли. Установява се съ-
ществена разлика между средните стойно-
сти на PNC при пациентите с НХЛ и здрави-
те контроли (р<0.001).

но верифицирана диагноза НХЛ, съобразно 
патолого-анатомичните критерии за поста-
вяне на диагнозата, и 20 здрави контроли. 

Венозна кръв за определяне нивата на 
циркулиращите PNC е взета при здрави кон-
троли и всички пациенти изходно, а при 
тези, лекувани с химиотерапия или имуно-
химиотерапия, и след 6-ия месец от лечение-
то (втора, контролна кръвна проба). 

Количеството на всяка кръвна про-
ба беше 8 mL, разпределена в два вакутей-
нера, съдържащи два различни антикоагу-
ланта: (1) ACD (Becton Dickinson, USA, BD 
Vacutainer® 8.5 mL с адитив ACD Solution A: 
тринатриев цитрат 22.0 g/L; лимонена ки-
селина 8.0 g/L; D-глюкоза 24.5 g/L; 1.5 mL) и 
(2) Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). In 
vitro анализ на PNC се осъществи чрез сти-
мулация на тромбоцитите с ADP и на не-
утрофилите с PMA. 

Неутрофилните гранулоцити се гейти-
рат по CD15 APC/SSC. Циркулиращите PNC 
се отчитат по двойно-позитивния сигнал на 
тромбоцитния маркер CD41a и неутрофил-
ния маркер CD15. Анализът на образуване-
то на тромбоцитно-левкоцитни комплекси е 
извършен според метод на Mauler и съавтори 
с модификации (14). 

Резултатите са обработени с SPSS v. 20.0, 
като са използвани дисперсионен, вариацио-
нен, сравнителен и корелационен анализ. За 
ниво на значимост приемаме р<0.05.

РЕЗУЛТАТИ
Пациентската полулация е със средна 

възраст 60.6 г. (28–88 г.). Не се наблюдава сиг-

Фиг. 1. Сравнителен анализ на средни 
стойности на PNC% при пациенти с НХЛ и 

здрави контроли

Показател Агресивни НХЛ Индолентни НХЛ

Пол
Мъже 27/58.7% 19/45.2%
Жени 19/41.3% 23/54.8%

Възраст (год.) средна ст-ст±SD (граници) 60.2±13.1
(28–88)

61.2±10.5
(39–80)

PNC % 
EDTA средна ст-ст±SD (граници) 5.5±6.3

(0.91–39.47)
4.0±3.5

(0.88–17.92)
PNC % 
ACD средна ст-ст±SD (граници) 12.6±15.5

(0.97–68.53)
10.5±13.8

(0.86–63.64)
PNC % 
PMA средна ст-ст±SD (граници) 57.2±19.9

(8.29–92.28)
51.9±22.1

(4.80–92.62)
PNC %
ADP средна ст-ст±SD (граници) 53.1±20.1

(5.81–86.25)
50.5±21.7

(7.60–87.47)

Табл. 1. Характеристикa на пациентите с НХЛ според демографските показатели и нивата на 
PNC% преди и след стимулация с агонисти
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Основните демографски характеристи-
ки и сравнителния анализ на нивата на PNC 
при пациенти с индолентни и агресивни 
НХЛ in vivo (EDTA и ACD) и in vitro (PMA и 
ADP) след стимулация са посочени в Табл. 1.

Установихме сигнификантна разлика 
между нивата на PNC преди и след стимула-
ция с агонисти (ADP и PMA) при двете из-
следвани групи лимфоми.

Средните стойности на PNC% EDTA 
и PNC% ACD при агресивните лимфоми са 
значително по-високи в сравнение с индо-
лентните НХЛ (съответно 12.64 за агресив-
нитe към 10.49 за индолентните НХЛ). 

 При статистически анализ на PNC% 
преди стимулация се установи съществена 
разлика между PNC% EDTA и PNC% АСD 
(р=0.012), която се наблюдава и в двете паци-
ентски групи с НХЛ.

При болните с агресивни НХЛ изход-
ните нива на PNC (PNC EDTA и PNC ACD) 
се увеличиха приблизително 11.8 пъти след 
стимулация на венозна кръв с PMA в срав-
нение със стойностите на PNC след стимула-
ция с тромбоцитен агонист ADP. 

В групата болни с индолентни НХЛ ус-
тановихме същата тенденция. Изходните 
нива на PNC (PNC EDTA и PNC ACD) се уве-
личават приблизително 10.9 пъти след сти-
мулация на венозна кръв с PMA в сравнение 
с тези, измерени след стимулация с ADP. 

При изследване на PNC% след стимула-
ция с тромбоцитни агонисти (ADР и PMA) 
се наблюдава подобна тенденция (за PNC% 
РМА – 57.22 за агресивни и 51.94 за индо-
лентни лимфоми, за PNC% АDР – 53.06 за аг-
ресивни и 50.54 за индолентни лимфоми).

От гледна точка на пола и типа на лим-
фома се наблюдават значими разлики в стой-
ностите на PNC%.

 При анализ на PNC% EDTA се устано-
вяват два пъти по-високи стойности при же-
ните с агресивни лимфоми (съответно 3.5 за 
жени с индолентни НХЛ към 6.7 за жени с аг-
ресивни НХЛ; р=0.02).

При PNC% ACD съществена разлика се 
доказа и при двата пола. При мъжете стой-
ностите на PNC% ACD са два пъти по-висо-
ки при агресивните лимфоми в сравнение 
със стойностите при индолентни лимфоми. 
При жените нивата на PNC% са 2.5 пъти по-

високи при пациенти с агресивни лимфоми 
(р=0.005) (Фиг. 2).

При анализ на нивата на PNC% PMA и 
PNC% ADP се отчита съществена разлика 
между пола и вида на лимфома. Жените с аг-
ресивни НХЛ имат по-високи стойности на 
PNC% PMA в сравнение с тези с индолентни 
НХЛ (61.04 към 52.41; р=0.016). Подобни ре-
зултати се регистрираха и при анализ на ни-
вата на PNC% ADP (агресивни 54.55 към ин-
долентни 47.78; р=0.004).

По отношение на възрастовия показа-
тел се доказа умерена обратно пропорцио-
нална зависимост между PNC% PMA и въз-
растта при пациенти с агресивни лимфоми 
(r=-0.355;p=0.016). Регистрира се слаба, кло-
няща към умерена, обратнопропорционална 
зависимост между възрастта и PNC% EDTA 
(r=-0.297; p<0.05) и PNC% PMA (r=-0.291; 
p<0.05) при индолентни лимфоми.

Установи се силна зависимост между 
нивото на PNC% и постигнат терапевтичен 
отговор (r=-0.476;p<0.001). 

Най-високи стойности на PNC% се на-
блюдаваха при пациентите с прогресия на 
заболяването (Фиг. 3).

Фиг. 2. Средни стойности на PNC% според 
пола и типа на НХЛ

Фиг. 3. Средни стойности на PNC% според 
постигнатия терапевтичен отговор
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Регистрира се значима разлика между 
стойностите на PNC% АDР и терапевтичния 
отговор (р=0.009), като се отчитат най-висо-
ки стойности при пациенти с доказана про-
гресия и рецидив на заболяването (съответ-
но 58.6 при прогресия и 72.7 при рецидив). 

При анализ на измененията на PNC% 
PMA според терапевтичния отговор и вида 
на лимфома се установи статистически зна-
чима разлика (р=0.004) (съответно при паци-
енти с прогресия 53.3 за индолентни към 59.4 
за агресивни НХЛ и при пациенти с реци-
див 69.1 за индолентни към 76.3 за агресив-
ни лимфоми).

ДИСКУСИЯ
Настоящите резултати показват значи-

телно високи нива на PNC% при пациенти с 
неходжкинови лимфоми в сравнение с кон-
тролната група, като подобни резултати са 
докладвани и от други изследователски гру-
пи (8,9). 

В проспективното ни проучване уста-
новихме сигнификантна разлика между ни-
вата на циркулиращи PNC и вида на лимфо-
ма (агресивни и индолентни) преди и след 
стимулация с тромбоцитни агонисти (ADP и 
PMA), като подобни резултати са цитирани и 
от други изследователи (17). 

Прави впечатление, че пациентите с аг-
ресивни лимфоми имат три пъти по-висо-
ка активност на PNC% преди и след стиму-
лация в сравнение с индолентните лимфоми. 
При анализ на демографски показатели (пол 
и възраст) се отчита обратнопропорционал-
на зависимост между възрастта и PNC% и 
три пъти по-високи нива на PNC% при же-
ните за разлика от мъжете. 

По отношение на постигнат терапевти-
чен отговор, най-високи нива на PNC% ком-
плекси се установиха при прогресирали и ре-
цидивирали пациенти с НХЛ. 

Въз основа на получените резултати и 
горецитираните данни можем да констати-
раме, че PNC% се определя като неблагопри-
ятен прогностичен фактор при НХЛ.

 Нашият опит показва, че високата ак-
тивност на PNC се свързва с по-напреднала 
фаза на заболяването при поставяне на диа-
гнозата, по-чести рецидиви и по-висок про-
цент на рефрактерност. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Хетерогенността на НХЛ е клинично 

отражение на различните биологични и хис-
топатологични характеристики на лимфом-
ния процес. Високите нива на циркулира-
щи PNC могат да играят ролята на негативен 
предиктивен маркер в развитието на НХЛ.
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