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Prethodna istrazivanja pokazala su da BPC 157 sprjeCava nastanak okluzivnog tromba i
ubrzava razgradnju ve¢ stvorenog ugruska nakon formiranja anastomoze aorte, a da, s druge
strane, smanjuje vrijeme krvarenja kod $takora tretiranih varfarinom, heparinom i aspirinom.
Temeljem toga, nametnula se potreba odredivanja njegova utjecaja na agregaciju trombocita i
viskoelasti¢na svojstva krvnog ugruska. Za ispitivanje eventualne ukljucenosti NO sustava u
djelovanje BPC 157 koristen je selektivni inhibitor topljive gvanilil ciklaze, ODQ.

Zivotinje (n=60) su najprije podijeljene u skupine ovisno o tome koji antiagregacijski lijek
primaju (1.aspirin, 2.klopidogrel, 3.cilostazol), a te skupine su tada nasumic¢no podijeljene u
Cetiri podskupine koje su primale a) fiziolosku otopinu, b) BPC 157, ¢) ODQ, d) BPC 157 +
ODQ. Mjerenja su izvrSena impendancijskom agregometrijom s 4 razli¢ita agonista (ADP,
AA, AA/PGEL, kolagen), te rotacijskom tromboelastometrijom s 3 razli¢ita agonista (preko
vanjskog i unutarnjeg puta zgruSavanja, te bez doprinosa trombocita). 1z rezultata dobivenih
usporedbom podskupina a i b, te b i d unutar svake skupine mozemo zakljuciti da BPC 157
oporavlja inhibiranu agregaciju trombocita, ali da nema utjecaja na viskoelasticna svojstva

krvnog ugrusSka u ispitivanih Stakora.
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As a natural extension of previous research that confirmed the role of BPC 157 in the
prevention of obstructive thrombus formation and rapid destruction of an already formed one
after aortic anastomosis, but also shortening of the bleeding time in rats treated with
anticoagulants and aspirin, there was a necessity to determine how BPC 157 influences
platelet aggregation and viscoelastic properties of the blood clot. To assess its relation to NO
system, sCG selective inhibitor (ODQ) was used.

Rats (n=60) were divided into groups depending on the antiaggregatory drug they were
treated with (1.aspirin, 2.clopidogrel, 3.cilostazol). Groups were further divided into four
subgroups treated with a) normal saline, b) BPC 157, ¢) ODQ, d) BPC 157 + ODQ.
Impendance aggregomery measurements with four agonists (ADP, AA, AA/PGEl and
collagen), and also rotational thromboelastometric measurements with 3 agonists (for
initiating external and internal coagulation pathway and without platelet contribution) were
performed. Based on the results obtained by comparing subgroups a versus b, and b versus d
in each group, we can conclude that BPC 157 rescues inhibited platelet aggregation, but it has
no effect on viscoelastic properties of the blood clot.
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KRATICE

AA arahidonska kiselina
ADP adenozin difosfat
AGG  agregacija
(eng. aggregation)
aPTV  aktivirano protrombinsko vrijeme
ASK aspirin
AUC povrsina pod krivuljom
(eng. area under curve)
AT antitrombin
CAMP  ciklicki adenozin monofosfat
CFT vrijeme do stvaranja stabilnog ugruska
(eng. clot firmness time)
cGMP  cikli¢ki gvanozin monofosfat
CILO cilostazol
COX 1 ciklooksigenaza
CT vrijeme zgrusavanja
(eng. clotting time)
KLO  klopidogrel
LI tromboliza
(eng. lysis)
L-NAME N-nitro-L-arginin metil-ester
MCF  maksimalna ¢vrsto¢a ugruska
(eng. maximal clot firmness)
NO dusicni oksid
NOS  sintetaza dusSi¢nog oksida
ODQ  1H-[1,2,4]oksidiazol[4,3-a]kvinoksalin-1-1
PAI inhibitor aktivatora plazminogena
(eng. plasminogen-activator inhibitor)
PAR  proteazom aktivirani receptor
(eng. protease activated receptor)

PDE fosfodiesteraza



PGE 1 prostaglandin E1
PLC fosfolipaza C
PV protrombinsko vrijeme
sGC topljiva gvanilil ciklaza
(eng. solubile gvanylyl cyclase)
TAFI  trombinom-aktiviran inhibitor fibrinolize
(eng. thrombin activatable fibrinolysis inhibitor)
TF tkivni faktor
TFPI inhibitor puta tkivnog faktora
(eng. tissue factor pathway inhibitor)
TNF ¢imbenik tumorske nekroze
(eng. tumor necrosis factor)
TXA 2 tromboksan A2
VEL  brzina agregacije trombocita
(eng. velocity)
VEGF c¢imbenik rasta vaskularnog endotela
(eng. vascular endothelial growth factor)
vWF  von Willebrandov faktor



1. UvOD

1.1. Svrha rada

U dosadasnjim istrazivanjima dokazano je da BPC 157 djeluje na koagulacijski sustav
Stakora sprjeCavajuc¢i nastanak okluzivnog tromba i ubrzavajuéi razgradnju ve¢ nastalog
krvnog ugruska nakon formiranja termino-terminalne anastomoze abdominalne aorte (Hrelec i
sur., 2009.), a da, s druge strane, smanjuje vrijeme krvarenja nakon amputacije repa u
Zivotinja tretiranih aspirinom, varfarinom, heparinom (Stupnisek i sur., 2012.). Kao prirodna
ekstenzija ovih pokusa s naizgled suprotnim zakljuécima, nametnula se potreba odredivanja

utjecaja BPC-a 157 na agregaciju trombocita i viskoelasti¢na svojstva krvnog ugruska.

Sa svrhom definiranja tog utjecaja dizajnirali smo pokus u kojem ¢e zivotinje biti
tretirane antiagregacijskim lijekovima od kojih je svaki predstavnik jedne skupine: 1. aspirin
(djeluje prije razine receptora kao inhibitor ciklooksigenaze (COX) i stvaranja aktivnog
agonista tromboksana A2 (TXAZ2)), 2. klopidogrel (inhibiciju agregacije ostvaruje na razini
receptora kao direktni blokator P2Y12 receptora) i 3. cilostazol (inhibitor fosfodiesteraze 111

(PDE I11) koji sprjecava agregaciju na razini unutarstani¢nih signalnih puteva).

Agregacija ¢e se mjeriti metodom impendancijske agregometrije, po aktivaciji razlicitih
putova djelovanja sljede¢im agonistima: adenozin difosfatom (ADP) (koji je direktni agonist
P2Y12 i P2Y1 receptora), arahidonskom kiselinom (AA) (koja pospjesuje stvaranje TXAZ2,
agonista TP receptora), kolagenom (koji je direktni adhezivni agonist GP VI receptora) te
prostaglandinom E1 (PGEL) (koji je direktni agonist IP receptora).

Viskoelasticna svojstva krvnog ugruska c¢e se mjeriti metodom rotacijske
tromboelastometrije, i to po aktivaciji vanjskog puta zgruSavanja tkivnim faktorom,
unutarnjeg puta zgrusavanja elagi¢nom kiselinom te bez doprinosa trombocita nakon

djelovanja citohalazina D.

Odnos BPC-a 157 sa sustavom dusi¢nog oksida ispitat cemo medudjelovanjem
sa selektivnim inhibitorom topljive gvanilil ciklaze (sGC), 1H-[1,2,4]oksidiazol[4,3-a]
kvinoksalin-1-1 (ODQ).



1.2. Hipoteza

Pentadekapeptid BPC 157 inhibira agregaciju trombocita i ubrzava razgradnju

nastalog krvnog ugruska.

1.3. Specifi¢ni ciljevi

Za agregometrijska mjerenja:

1. utvrditi utjecaj BPC 157 na maksimalni nagib i visinu, te povrsinu ispod krivulje
agregacije trombocita po aktivaciji agregacije ADP-om, arahidonskom kiselinom,
kombinacijom arahidonske kiseline i prostaglandina E1, te kolagenom
u zivotinja tretiranih aspirinom, klopidogrelom i cilostazolom.

2. utvrditi utjecaj ODQ-a na djelovanje BPC 157 na iste parametre.

Za tromboelastomeriju:

1. utvrditi utjecaj BPC 157 na vrijeme zgrusavanja, vrijeme do postizanja stabilnog
ugruska, brzinu stvaranja i maksimalnu ¢vrsto¢u ugruska, postotak trombolize
nakon 30 minuta i maksimalnu trombolizu ugruska po aktivaciji vanjskog puta
zgruSavanja tkivnim faktorom, unutarnjeg puta zgruSavanja elagi¢cnom kiselinom,
te nakon inhibicije doprinosa trombocita zgrusavanju citohalazinom D u Zivotinja
tretiranih klopidogrelom i cilostazolom.

2. utvrditi utjecaj ODQ-a na djelovanje BPC 157 na iste parametre.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Povijest istrazivanja koagulacije

Prvi pisani tragovi o istrazivanju hemostatskih mehanizama datiraju iz razdoblja prije
400. godine pr. n. e. kada je Hipokrat zabiljezio da krv prelazi iz tekuc¢eg u gel stanje dok se
hladi u metalnoj posudi. Aristotel i Galen smatrali su takoder da je uzrok zgruSavanju krvi
njezin kontakt sa zrakom i hladenje izvan tijela, a ovo uvrijezeno misljenje opovrgnuto je tek
1627. godine Merculiarisovim otkricem da krv mozZe koagulirati i unutar cirkulacijskog

sustava pri tjelesnoj temperaturi (Michelson i sur., 2013.).

Francuski kirurg Jean-Louis Petit je 1720. godine opisao da krvarenje nakon amputacije
noge prestaje tek kad se u krvnim zilama stvore krvni ugrusci, ¢ime je prvi puta povezana

hemostaza sa zgrusavanjem Krvi.

Otkrice novih krvnih tjeleSaca manjih od eritrocita i leukocita, tada nazvanih
trombocitima, datira iz 18. stoljeca, a prvi ih je spomenuo William Hewson 1780. godine.
Medu istraziva¢ima koji su od 1865. do 1877. godine intenzivno proucavali nove krvne
plocice prednjacio je Max Schultze kojemu pripisujemo njihov prvi iscrpan i uvjerljiv opis.
Nazalost, unato¢ velikom interesu istrazivaci toga doba jo$ uvijek nisu imali uvid u njihovo

porijeklo, vaznost ili funkciju.

Giulio Bizzozzero je 1883. godine prvi utvrdio klju¢nu ulogu trombocita u hemostazi
proucavajuc¢i pod mikroskopom slijed zbivanja nakon ozljedivanja krvne zile vrhom igle.
Primjetio je da trombociti tada prionu uz zid krvne zile i promijene svoj oblik pruzajuci
izdanke razliCitth duzina nakon cega agregiraju medusobno te s okolnim eritrocitima i
leukocitima. Opisao je da taj proces napreduje dok se ne stvori ¢vrsta mreza vlakana medu
krvnim zrncima. Bizzozzerov pokus prva je jasna demonstracija fizioloske uloge trombocita u

hemostazi (Gazzaniga i sur., 2001.; Michelson i sur., 2013.).

Rudolf Virchow je u drugoj polovici 18. stoljec¢a zabiljeZio sposobnost krvnih ugrusaka
da emboliziraju i opisao vjerojatnu funkciju fibrinogena spominjuéi tako prvi put topljive

¢imbenike zgrusavanja plazme.



Klasi¢nu teoriju koagulacije temeljenu na medudjelovanju Cetiriju koagulacijskih
faktora plazme, prvu kojom se mogla naslutiti kompleksnost sustava zgrusavanja, predlozio je
Paul Morowitz 1905. godine tvrdeci da se, u prisutnosti kalcija i tromboplastina, protrombin
pretvara u trombin koji tada potice pretvorbu fibrinogena u fibrin na ¢ijoj se osnovi formira

krvni ugrusak.

Pocetkom modernog shvacanja biokemijskih procesa u koagulaciji drzimo trenutak
kada je Paul Owren 1944. godine otkrio faktor V. Naredne godine dovele su do spoznaja
funkcije i drugih koagulacijskih faktora topljivih u plazmi koji su oznacavani rimskim

brojevima prema redoslijedu otkrivanja (Charles i sur., 2001.).

Dvije razlic¢ite grupe istrazivaca 1960-ih godina gotovo su istovremeno predlozile
kaskadni model koji sekvencijalnim aktiviranjem profaktora zgrusavanja plazme kroz vanjski
I unutarnji put dovode do stvaranja trombina (Davie i sur., 1964.; Macfarlane i sur., 1964.).
lako je dobro korelirao s rezultatima klasi¢nih laboratorijskih testova, ovaj model ipak nije

mogao u potpunosti objasniti sva zbivanja prilikom koagulacije in vivo.

Daljnja istrazivanja rezultirala su danas prihvacenim stani¢nim modelom koagulacije
predstavljenim 2001. godine od Hoffmana i suradnika, po kojem se ovaj precizno regulirani
proces odvija na povrsini stanica koje imaju receptore za pojedine koagulacijske faktore i

njihove komplekse (Hoffman i sur., 2001.).



2. 2. Trombociti

Trombociti nastaju u koStanoj srzi kao subcelularni fragmenti citoplazme
megakariocita. Proces proliferacije regulira trombopoetin koji se stvara u kostanoj srzi,
bubrezima, jetri i slezeni. Normalan broj trombocita je 150 000-450 000 u pl humane krvi, a
650 000-1,100 000 u pl kod stakora. Dvije tre¢ine trombocita cirkulira u krvi, a jedna je
tre¢ina pohranjena u slezeni. Zivotni vijek im je 7-10 dana kod ljudi i 4-5 dana kod §takora, te
nakon tog perioda bivaju odstranjeni iz krvotoka fagocitozom od strane makrofaga u slezeni i

jetri (Gazzaniga i sur., 2001.).

2.2.1. Struktura trombocita

Trombociti su jedinstveni po svojoj strukturnoj uredenosti prvenstveno stoga Sto,
unato¢ brojnim fizioloskim procesima u koje su ukljuceni, nemaju jezgru. Dok su neaktivni
cirkuliraju u krvi diskoidnog oblika i glatke povrsine. Elektronskom mikroskopijom mogu se
razluciti razliciti strukturni odjeljci: periferna zona, sol-gel zona, membranski sustav i zona

organela (Michelson i sur., 2013.).

Perifernu zonu ¢ini plazma membrana koja je relativno glatka kada ju usporedujemo s,
primjerice, membranom leukocita. Ipak, elektronskom mikroskopijom se moze vidjeti da i
ona ima fino naboranu strukturu, poput sulkusa na povrSini mozga. Pretpostavljena uloga
nabora je osiguravanje dodatne povrsine prilikom aktivacije i agregacije. Trombociti imaju
vanjski omotac, glikokaliks, koji je nesto deblji od onog kod drugih cirkulirajuéih stanica. On
ne sluzi samo kao sloj koji odvaja unutrasnjost trombocita od okoline, ve¢ predstavlja i
dinami¢nu strukturu koja je prva u kontaktu s vaskularnim strukturama i osluskuje promjene
koje zahtijevaju hemostatski odgovor na mjestu eventualne ozljede. Glikokaliks je prekriven
receptorima koji omogucavaju adheziju trombocita na o$te¢enu stijenku krvne Zzile, zapo€inju
njihovu aktivaciju, promoviraju agregaciju i medustani¢nu interakciju s ostalim stani¢nim
elementima krvi. Glavni glikoproteini ukljuceni u hemostatske procese su GP Ib-IX-V i GP
I1b-11la kompleks. Postoji oko 25000 GP Ib-IX i oko 80000 GP Ilb-llla receptora Koji
pokrivaju vanjsku povrSinu, ali i kanale otvorenog kanalikularnog sustava neaktivnog

trombocita. GP 1b-1X kompleks je vezan na submembranozni citoskelet preko aktin-vezuceg



proteina, a GP llb-llla je vezan na isti citoskelet preko svojih citoplazmatskih izdanaka.
Izlaganje vaskularnog subendotela visokim silama trenja rezultira trenutaénim vezanjem GP
Ib-1X kompleksa za von Willebrandov faktor (vWF) koji pokriva kolagenska vlakna izlozena
traumom. Dva kolagenska receptora, GP IV i integrin 021, stabiliziraju ovu vezu, a GP IV
zajedno s GP Ib-I1X aktivira GP llb-I1Ia koji se veZe na fibrinogen i fibronektin stijenke krvne
zile. Vezanje GP Ib-IX na vWF takoder uzrokuje stvaranje filamenata aktina i reorganizaciju
citoskeleta te egzocitozu granula. Novopridosli trombociti tada adheriraju uz ovaj prvi sloj
krvnih plocica vezan na ozlijedeno mjesto, vezuéi se preko svojih GP llb-Illa receptora na
fibrinogen §to rezultira daljnjom agregacijom. Vazna Kkarakteristika oba kompleksa
glikoproteina jest mobilnost u lipidnom dvosloju kako bi se, prilikom promjene oblika
trombocita nakon aktivacije, vanjskoj okolini izlozio §to veéi broj receptorskih mjesta.
Dvoslojni lipidni omota¢ trombocita je strukturno slican onom u drugim stanicama, ali ima
znacajno drugaciju ulogu obzirom da sluzi kao povrSina na kojoj se odvija proces
zgruSavanja. Fosfolipidna membrana trombocita sadrzi arahidonsku kiselinu koja je snazan
prekursor za tromboksan A2, agonist koji poti¢e agregaciju trombocita i spazam krvnih Zila.
Submembranozni dio periferne zone leZi neposredno ispod lipidnog dvosloja i kroz njega se
prostiru citoplazmatski izdanci transmembranskih receptora kojima prolaze signalni putovi za

aktivaciju trombocita.

Sol-gel zona je gradena od dva sustava visoko specijaliziranih i organiziranih
filamenata, mikotubula i mikrofilamenata. Smatra se da je funkcija uzvojne organizacije
mikrotubula prvenstveno odrzavanje diskoidne strukture neaktiviranih trombocita. AKtin-
miozinska mreza mikrofilamenata, s druge strane, omogucéuje promjenu oblika trombocita
nakon aktivacije, te kontrakciju i retrakciju formiranog hemostatskog ¢epa. Drzi se da su
trombociti zapravo vrsta miSiénih stanica zbog ovako razvijenog sustava kontraktilnih

filamenata.

Membranski sustav ¢ine dvije zasebne i potpuno odvojene sastavnice. Jedna je otvoreni
membranski sustav, koji je spojen ne samo s povrSinskom membranom ve¢ njegove
invaginacije tuneliraju i kroz ¢itavu citoplazmu poput serpentina. On svojom duljinom
sudjeluje u povecavanju okolini izloZzene povrsine aktiviranih trombocita i do 420%. Osim
toga, predstavlja glavni put kojim se iz plazme u a-granule transportiraju tvari poput

fibrinogena i faktora koagulacije. Drugu sastavnicu ¢ine kanali gustog tubularnog sustava koji



takoder nepravilno invaginiraju od povrSine kroz citoplazmu, a potjecu od zrnatog
endoplazmatskog retikuluma megakariocita. Imaju ulogu u regulaciji unutarstani¢ne

koncentracije kalcija i sintezi prostaglandina (Michelson i sur., 2013.).

Zona organela sadrzi Getiri vrste granula (alfa, delta, lizosomalne i T granule) koje sluze
kao spremnici proteina i drugih bioloski aktivnih tvari vaznih za funkciju trombocita. One se
razvijaju u megakariocitima fuzijom malih vezikula koje pupaju iz Golgijevih kompleksa.
Alfa granule (a-granule) su najbrojnije, a broj im ovisi o veli¢ini trombocita. U pojedinacnoj
stanici obi¢no ih se nalazi 40-80 i u neaktiviranim trombocitima su odijeljene jedne od drugih
kao jasne podstrukture stani¢nog matriksa. Ovalnog su oblika, veli¢ine 200-500 nm u
promjeru. Sadrze presintetizirane receptore, P-selektin, von Willebrandov faktor, faktor V, XI
i X1, fibrinogen, te mnoge druge proteine kao §to su PF4, B-tromboglobulin, inhibitor
aktivatora plazminogena, fibronektin, vitronektin i trombospondin. Ovi proteini ukljuceni su u
koagulaciju, cijeljenje, upalna zbivanja i angiogenezu.

Delta granule (eng. delta ili dense granules) su neregularnog oblika, a veli¢inom su znatno
manje od a-granula. Obi¢no ih je 3-8 po trombocitu, a predstavljaju drugi najvazniji skladi$ni
prostor. One sadrze molekule vazne za funkciju trombocita: kateholamine, adenozin difosfat,
adenozin trifosfat, pirofosfate, serotonin, kalcijeve ione i magnezij. Imaju klju¢nu ulogu u
primarnoj hemostazi sluze¢i kao mehanizam povratne sprege, stimuliraju¢i aktivaciju
trombocita ADP-om preko P2Y 12 receptora.

U svakom trombocitu nalaze se i 1-3 lizosomske granule koje sadrze razli¢ite hidroliticke
enzime (katepsine, heksozaminidaze, [3-galaktozidaze, arilsulfataze, B-glukuronidaze, kisele
fosfataze). Njihova uloga u fiziologiji koagulacije jo§ nije precizno utvrdena, ali se
pretpostavlja da sudjeluju u fibrinolizi i razgradnji fagocitiranih mikroorganizama, sli¢no kao
I neke druge stance s jezgrom. Takoder, moguce je da sekrecija lizosomalnog sadrzaja ima
vaznu ulogu u razgradnji izvanstani¢nog matriksa i remodeliranju vaskulature (Heijnen i sur.,
2015.). Novotkrivena tjeleSca nazvana su T-granule po svom tubularnom izgledu, a njihova
funkcija joS§ nije ustanovljena.

Sekrecija granula je precizno regulirana razlicitim signalnim mehanizmima kojima je
zajedni¢ko podizanje unutarstani¢ne koncentracije kalcijevih iona §to dovodi do promjene
oblika trombocita i fuzije granula sa plazmatskom membranom te posljedi¢nim otpustanjem

njihovog sadrZaja u okolinu.



2.2.2. Trombocitni receptori i njihovi agonisti

Receptori na povrsini odreduju nacin na koji trombociti reagiraju na vanjske podrazaje
koje s njima komunicira okolina putem mnogobrojnih topljivih agonista i adhezivnih proteina.
Za razliku od drugih stanica, trombociti nemaju jezgru pa tako ni moguc¢nost da na razli¢ite
podrazaje odgovore novom sintezom proteina, iako postoje dokazi za mali ostatni sinstetski
potencijal nasljeden iz megakariocitne mRNA. Da bi se uspjesno mogli prilagoditi svim
situacijama trombociti moraju imati velik broj unaprijed sintetiziranih molekula pomocu kojih

reagiraju na vanjske podrazaje (Brass i sur., 2011.).

Odgovor trombocita na stimulaciju trombinom posredovana je proteazom aktiviranim
receptorima (engl. protease activated receptors, PARS) vezanih uz G protein. Postoje Cetiri
receptora u ovoj obitelji (PAR1, PAR2, PAR3 i PAR4) od kojih se PAR1, PAR3 i PAR4
aktiviraju trombinom. PAR1 1 PAR4 su izloZeni na humanim, a PAR 3 i PAR4 na Stakorskim
trombocitima. Aktivacija trombinom zapocinje hidrolitickim cijepanjem N-terminalnog dijela
receptora ¢ime se eksponira novi N-terminalni dio koji tada djeluje kao ligand (Vu i sur.
1991.). Unutar nekoliko sekundi od stimulacije trombocita trombinom dolazi do visestrukog
porasta unutarstani¢ne koncentracije kalcijevih iona, §to dalje posreduje aktivaciju fosfolipaze
A2 i Rho proteina dovodec¢i do reorganizacije citoskeleta i degranulacije. Takoder, trombin
inhibira aktivnost adenilil ciklaze a time i inhibiraju¢e djelovanje ciklickog adenozin
monofosfata (CAMP) (Kim i sur., 2000.; Li i sur., 2010.).

Na povrSini humanih 1 Stakorskih trombocita postoje Cetiri razliita kolagenska
receptora. Dva koja se direktno vezu na kolagen su alIfI i GP VI, dok se alIbBIIl i GP Iba
vezu na kolagen indirektno preko vWf. Najvazniji od ovih receptora je GP VI koji svoju
signalizaciju ostvaruje preko ITAM puta. Signalizacija preko GP VI receptora dovodi do
fosforilacije FcRy lanca S§to dalje ima za posljedicu porast unutarstani¢éne koncentracije
kalcijevih iona dikretnim utokom preko plazmatske membrane 1 oslobadenjem i1z
endoplazmatskog retikuluma. Smatra se da je interakcija trombocita sa kolagenom
posredovana GP VI receptorima vazna u uvjetima srednjih i visokih sila protoka krvi kakve
vladaju u arterijama. U uvjetima vrlo visokih sila protoka krvi, kao §to je to slucaj u
arteriolama i patoloski suzenim zilama, trombociti ovise o brzom medudjelovanju GP Ib-V-

IX receptora sa VWF koji se nalazi imobiliziran na kolagenu. Ova veza je reverzibilna i



nestalna, te biva lako prekinuta ukoliko se intracelularna signalizacija ne poja¢a uklju¢enjem
GP VI receptora i otpusStanjem drugih solubilnih agonista agregacije, primjerice ADP-a,
trombina ili tromboksana A2 (Stalker i sur., 2012.).

U usporedbi s trombinom, adrenalin je slabi agonist agregacije. Njegovo djelovanje na
trombocite je posredovano preko o2 adrenergickih receptora. Oni zapocinju aktivaciju preko
Gi obitelji uz G protein vezanih receptora. U ljudi i Stakora adrenalin nije sam sposoban
izazvati agregaciju, ali moze pojacati signalizaciju zapoCetu drugim agonistima i to

inhibirajuéi stvaranje cAMP-a (Motulsky i sur., 1982.).

Purinergicki receptori se dijele na adenozinske P1 i nukleotidne P2 recetore, gdje
nadalje razlu¢ujemo dvije glavne podskupine: receptore vezane uz ionske kanale (PX2) iuz G
protein vezane receptore (P2Y) koji djeluju preko Gi i Gq signalnih putova. Vaznost
aktivacije  ADP-om preko ovih receptora otkrivena je prouc¢avanjem bolesnika Sa
deficijencijom skladiStenja ADP-a, defektima degranulacije, oSte¢enjima na samim P2Y
receptorima, te velike antiagregacijske ucinkovitosti lijekova koji direktno antagoniziraju ove
receptore, kao §to su tienopiridini. Tek razlu¢ivanjem P2 receptora na tri glavne podgrupe
(P2Y1, P2Y12 i P2X1) i prouc¢avanjem njihove interakcije doslo se do detaljnjijeg uvida u
fizioloske uéinke ADP-a na trombocite. Medudjelovanje signalnih puteva nize od P2Y1 i
P2Y12 receptora je zanimljivo stoga Sto otkriva mehanizam aktivacije alIfIIl integrinskih
receptora svim fizioloskim agonistima. ADP je uskladiSten u delta granulama i otpusta se po
aktivaciji trombocita. Takoder, mogu ga otpuStati oSteCene stanice na mjestu vaskularne
ozljede, a sluzi kao autokrini i parakrini stimulator aktivacije. Proagregacijsko djelovanje svih
drugih agonistia do neke mjere ovisi o signalizaciji zapocetoj ADP-om. On potice
proizvodnju tromboksana A2, fosforilaciju proteina, podiZze unutarstanicnu koncentraciju
kalcijevih iona, dovodi do promjene oblika trombicita i inhibira stvaranje cCAMP-a (Michelson
i sur., 2013.).

TP receptori su takoder vezani uz G protein i njihova aktivacija tromboksanom A2
uzrokuje preko Gq i G12/13 signalnih putova aktivaciju fosfolipaze A2 i fosfolipaze C. To za
posljedicu ima promjenu oblika trombocita, agregaciju, sekreciju granula, hidrolizu
fosfoinozitida, fosforilaciju proteina i podizanje unutarstani¢ne koncentracije Ca™".

Tromboksan A2 tada moze difundirati preko plazmatske membrane i aktivirati druge



trombocite. Kao $to je to slu¢aj s otpustanjem ADP-a, i otpuStanje tromboksana A2 djeluje
autokrinom amplifikacijom na inicijalni poticaj i pomazZe u regrutiranju novih trombocita.
Ovaj proces je ograni¢en kratkim poluvremenom Zivota ¢ime se njegovo snazno

proagregacijsko djelovanje ogranicava na mjesto ozljede (Bye i sur., 2016.).

2.2.3. Inhibicija trombocita

Trombociti cirkuliraju pasivno unutar vaskularnog sustava oblozenog endotelom Koji
normalno otpusta medijatore odgovorne za odrzavanje njihove neaktivne forme. Bez stalnog
odasiljanja ovih inhibitornih signala od strane zdravog endotela trombociti bi se ubrzo
aktivirali ¢ak i bez prisutnosti aktiviraju¢ih agenasa (Bye i sur., 2016.). Inhibitornih
medijatora ima malo, ali oni inaktiviraju klju¢ne korake u mehanizmu signalizacije aktivacije
trombocita. Najvazniji su dusi¢ni oksid i prostaglandini. Dusi¢ni oksid (NO) se sintetizira iz
L-arginina posredovanjem NO sintetaze (NOS). Postoje tri izoforme ovog enzima: endotelna,
inducibilna i neuronska. NO lucen iz entotelnih stanica i iz samih trombocita inhibira njihovu
adheziju na zid Zile, kao 1 medusobnu agregaciju aktivacijom topljive gvanilil ciklaze. Niske
koncentracije u kojima se proizvodi te vrlo kratko poluvrijeme Zivota ¢ine ga neobi¢no
slozenim za istrazivanje (Cozzi i sur., 2014.). Prostaglandini se vezu za IP receptore preko
kojih aktiviraju adenilil ciklazu na produkciju cAMP-a. Oba ova mehanizma dovode do pada
unutarstani¢ne koncentracije Ca®", jednog od klju¢nih koraka u aktivaciji trombocita (Chen i
sur., 2005.).

2.2.4. Aktivacija trombocita

Kako ¢e zapoceti proces koagulacije ovisi o tome u kojem se dijelu cirkulacije pokrece.
U venskom sustavu zbog malih sila protoka koje omogucéuju nakupljanje koagulacijskih
faktora 1 lokalnu proizvodnju trombina moze do¢i do stvaranja ugruska i bez doprinosa
trombocita. Zbog toga u venskom ugrusku predominantnu stani¢nu komponentu predstavljaju
eritrociti. U arterijskoj cirkulaciji visoki protok stalnim otplavljivanjem sastavnica

koagulacijskog sustava smanjuje brzinu nastanka fibrina, stoga je ovdje nuzno da trombociti
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stvore fizi¢ku barijeru i osiguraju povrsinu na kojoj ¢e se stvoriti dovoljna koli¢ina fibrina za

uspje$nu hemostazu (Bye i sur., 2016.).

Stvaranje trombocitnog ¢epa u primarnoj hemostazi mozemo shvatiti i kao model s tri

etape koje su precizno regulirane sloZzenim mehanizmom unutarstani¢ne signalizacije.

Inicijacija je prva faza koja zapoc€inje kada trombociti dodu u dodir s ekstracelularnom
tvari, tj. kolagenom ili VWF. Tada se stvara pokrov od jednog sloja trombocita koji su

zaduzeni za adheziju i aktivaciju drugih trombocita (Stalker i sur., 2012.).

Ekstenzijom smatramo proces tijekom kojeg susjedni trombociti adheriraju na prvi sloj
I postanu aktivni. Trombin, ADP i tromboksan A2 imaju vaznu ulogu u ovoj etapi aktivirajuci
okolne trombocite preko membranskih receptora koji su vezani uz G protein. Posljedi¢na
unutarstanic¢na signalizacija aktivira integrin alIBIII na povrsini trombocita omogucéujuéi tako

koheziju izmedu trombocita.

Stabilizacija oznacava kasnija zbivanja koja pomazu konsolidaciji trombocitnog
ugruska i sprjeCavaju preuranjenu disagregaciju pojacavajuci signalizaciju unutar trombocita.
S vremenom se trombociti inkorporirani u ugrusak privlace sve blize jedan drugom $§to
omogucava razvoj o kontaktu ovisne signalizacije 1 stvara okruzje u kojemu se mogu u
dovoljnoj koncentraciji akumulirati sve solubilne komponente potrebne za funkcionalnu

hemostazu (Brass i sur., 2003.).

Novija istazivanja sugeriraju da je ovakav model ipak suviSe pojednostavljen da bi
mogao objasniti sva zbivanja tijekom stvaranja trombocitnog ugruska, a dokazi govore u
prilog postojanja prostorne i vremenske hetreogenosti unutar rastu¢eg ugruska (Brass i sur.,
2011.). To bi znacilo da u svakom trenutku nakon ozljede krvne zile na mjestu same lezije

postoje potpuno aktivirani kao i minimalno aktivirani trombociti.

U normalnim uvjetima trombociti cirkuliraju neaktivni u okruzju omedenom
endotelnim stanicama. Po nastanku vaskularne ozljede, trombociti se aktiviraju u dodiru s
lokalno izlozenim kolagenom, lokalno generiranim trombinom, TXA2 i ADP-om koji su

izluceni iz delta granula ili oslobodeni iz oSte¢enih stanica endotela. vWF sluzi kao pomoéna
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molekula i u normalnom stanju se moze naci u plazmi, u stijenci krvne Zile i u a-granulama.
Dodatni vVWF/kolagen kompleksi se stvaraju kada fibrile kolagena dodu u kontakt s plazmom.
Cirkulirajuci eritrociti olak$avaju adheziju trombocita na kolagen gurajuci ih blize zidu zile,
omogucavaju¢i GP Iba receptorima na povrsini trombocita da se spoje s vVWF. Nakon
njihovog spajanja, daljnji pokretaci dogadaja ukljucuju receptore za kolagen (GP VI) i VWF
(GP Iba), trombin (PAR1 i PAR4), ADP (P2Y12 i P2Y1) i TXA2 (TP) (Slika 1) (Stalker i
sur., 2012.) .

TxA,,
trombin S'I'T ADP
1
\ / ;
P2Y,, PAR1, PAR4, l adrenalin
e TP, 5-HT,y o P2Y,, |

5

oblikg
\|sekrecija
3gregacija

FcRy 0 ‘\ laminin

WE CPVI / fibronektin
fbronektin v
Fg \

vitronektin
kolagen

Slika 1. Prikaz aktivacije trombocita preko razli¢itih receptora i pripadajucih im unutarstani¢nih
signalnih putova (modificirano iz: Varga-Szabo i sur., 2008.).

Signalizacija u trombocitima zapocinje aktivacijom receptora na njihovoj povrsini agonistima
kao $to su kolagen, trombin, ADP, TXAZ2 i adrenalin. S iznimkom kolagena, svi ovi agonisti
djeluju preko receptora koji su vezani na obitelj G proteina (eng. G protein coupled receptors,
GPCRs), koja se sastoji od Gs, Gi, Gq i G12/13 ¢lanova. Osobina GCPR-a jest da snazno
vezu svoje ligande 1 potom aktiviraju razli¢ite G proteine tako pojacavajuci signal. Agonistom

uzrokovana agregacija trombocita zapocinje aktivacijom jedne od fosfolipaza C (PLC).
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Hidrolizirajuéi membranski fosfatidilinozitol-4,5-difosfat, PLC producira drugi glasnik,
inozitol-1,4,5-trifosfat, koji je potreban za porast razine kalcija (Ca®") u citosolu. Ovo dovodi
do aktivacije integrina koji sadrzi o Ca®* ovisan faktor izmjene (CalDAG-GEF), sklopku
(Rapl), adaptor (RIAM) i proteine koji su u direktnoj interakciji sa kindlinom i talinom
(Shattil i sur., 2010.). Koja ¢e se forma PLC-a aktivirati ovisi 0 agonistu, tako kolagen
aktivira PLCy, dok trombin, ADP i TXAZ2 aktiviraju PLCP preko Gq proteina (Slika 1). Porast
razine Ca®* u citoplazmi potaknut od veéine agonista kljucan je za aktivaciju trombocita. U
neaktivnim stanicama koncentracija slobodnog citoplazmatskog Ca?* se odrzava na razini 0,1
UM ograni¢avanjem utoka preko citoplazmatske membrane i neprestanim ispumpavanjem u
gusti tubularni sustav. U aktiviranim trombocitima koncentracija Ca** poraste i do 10 puta
utokom iz gustog tubularnog sistema i utokom preko membrane koji se aktivira pri niskoj
razini Ca** u tubularnom sistemu, $to predstavlja kljutan dogadaj za aktivaciju trombocita.
(Varga-Szabo i sur., 2011.). Vezanje suprotnih krajeva fibrinogena, fibrina ili fibronektina na

alIbIII receptore konacno medusobno povezuje trombocite.

2.2.5. Druge fizioloske funkcije trombocita

Da trombociti imaju vaznu ulogu u hemostazi znamo jo§ od Bizzozzerovog otkrica.
Novija istraZivanja govore da se njihova funkcija proteze i daleko izvan ovog primarnog
podrugja. Tako, otkriveno je da su aktivno ukljuceni u razna fizioloska zbivanja, primjerice u
upalne procese, u borbu protiv mikrobioloSkih uzro¢nika bolesti, angiogenezu, remodeliranje 1
regulaciju tonusa krvnih Zila, cijeljenje, rast i metastaziranje tumora (Ghoshal i sur., 2014.;

Golebiewska i sur., 2015.) (Slika 2).
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Slika 2. Uklju¢enost trombocita u razliita fizioloSka zbivanja
(modificirano iz Ghoshal i sur., 2014.).
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2.3. Kaskadni model koagulacije

Koagulacijski sustav slozeni je splet medusobno zavisnih mehanizama u kojima
sudjeluju proteini plazme, stani¢ni krvni elementi i stijenke krvnih zila. Njegova je zadaca
odrzavanje krvi teku¢om u normalnim uvjetima, sprjecavanje iskrvarenja nakon ozljede krvne

zile 1 pravodobno uklanjanje nastalog ugruska.

U fizioloskim uvjetima ovi precizno kontrolirani mehanizmi kontinuirano odrzavaju

ravnotezu izmedu prokoagulantnih i antikoagulantnih ¢imbenika.

Klasi¢ni kaskadni model koagulacije predlozili su 1964. godine Davie, Ratnoff i
Macfarlan. Prema ovom konceptu, koagulacija se odvija sekvencijalnom proteolitickom
aktivacijom faktora zgruSavanja koji se nalaze u plazmi u obliku proenzima. Jednom
aktivirani, oni aktiviraju sljede¢eg u nizu kroz dva odvojena puta: vanjski (ekstrinzicki) i
unutarnji (intrinzicki), koji kona¢no konvergiraju u zajednicki put nakon aktivacije faktora X
(fX).

U vanjskom putu zgruSavanja tkivni faktor (TF) aktivira faktor VII (fVII), a njihov
kompleks (TF/fVIila) je odgovoran za aktivaciju faktora X i proizvodnju male koli¢ine
trombina (Slika 3).

U unutarnjem putu faktor XII (fXII) biva aktiviran dodirom s negativno nabijenom
povrsinom te tada aktivira faktor XI (fXI), koji potom aktivira faktor IX (fIX). Faktor 1Xa u
prisutnosti faktora VIII (fVIII), faktora V (fV) i kalcija aktivira fX, Sto rezultira stvaranjem

velike koli¢ine trombina, koji naposljetku pretvara fibrinogen u fibrin (Davie i sur., 1964.).

Kaskadni model baziran na proteinima plazme doveo je do boljeg razumijevanja
enzimatskih procesa zgruSavanja in vitro i razvoja laboratorijskih testova, medutim nije
mogao objasniti sve pojave opazene in vivo. Tako, primjerice, nije mogao objasniti zasto
manjak fXII ne uzrokuje krvarenje iako znatno produljuje vrijednosti testova unutarnjeg puta,
zaSto manjak fVII uzrokuje krvarenje u prisutnosti o¢uvanog unutarnjeg puta ili zasto se
aktivacijom fX preko vanjskog puta ne moze kompenzirati manjak fVIII u hemofiliji A ili fIX

u hemofiliji B.
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Slika 3: Kaskadni model prikazuje sekvencijalnu aktivaciju faktora koagulacije kroz
unutarnji i vanjski put, a nakon aktivacije fX oni konvergiraju u zajednicki put
(modificirano iz: Smith i sur., 2009.).
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2.4. Stani¢ni model koagulacije

Napretkom tehnologije 1 uvodenjem metoda koje mogu pratiti razvoj ugruska u
stvarnom vremenu, dosSlo je do revizije starih shvacanja i razvoja integriranog stani¢nog
modela koagulacije koji ne prihvaca postojanje dvaju odvojenih putova zgrusavanja vec
dokazuje da su svi faktori u medusobnoj interakciji, te da je doprinos stani¢nih elemenata

nezaobilazan.

Mann je 1992. godine prvi predstavio ono Sto danas smatramo temeljem stanicnog
modela koagulacije. Po njemu, unutarnji put nije nuzan za zgruSavanje jer postoje brojne prije
neopisane interakcije izmedu vanjskog i unutarnjeg puta (Mann i sur., 1992.). Model
pretpostavlja da je za stvaranje koagulacijskog kompleksa nuzna fosfolipidna povrsina na
kojoj se odvija proces zgrusavanja. Smatra se da se najvaZnija takva prokoagulantna povrSina
nalazi na aktiviranim trombocitima, koji mijenjajuc¢i svoj oblik eksponiraju na povrSini
anionske fosfolipide. Neke druge stanice (monociti, stanice glatkih miSic¢a, endotelne stanice)
takoder mogu djelovati kao prokoagulantna povrSina u odredenim uvjetima (Furie i sur.,
2005.). Mannov model kasnije je detaljnije razradio i u danasnjem obliku objavio Hoffaman
sa suradnicima 2001. godine. On razlucuje tri razliCite faze: inicijaciju, amplifikaciju i

propagaciju.

Faza inicijacije (Slika 4, a) zapocinje kada krv dode u kontakt s integralnim
membranskim proteinom, tkivnim faktorom kojeg sintetiziraju i na svojoj povrsini izlazu
brojne stanice (Tanaka i sur., 2005.). Krv i TF su u normalnim uvjetima gotovo u potpunosti
odijeljeni endotelnom membranom, iako se mala koli¢ina cirkuliraju¢eg TF-a moze naéi i u
plazmi. Funkcija ovog plazmatskog TF-a nije sasvim razjas$njena, a neki istrazivaci drze da
zapravo cirkulira njegov neaktivan oblik (Morrissey i sur., 2012.). Nakon ozljede zida krvne
zile dolazi do izlaganja stanica adventicije i glatkog miSica, a time i obilja TF-a koji se odmah
veze sa fVIla i zapocinje fazu inicijacije koagulacije. Faktor VII je o vitaminu K ovisan
protein koji se sintetizira u jetri, ima najkrace poluvrijeme zivota od svih prokoagulantnih
faktora, a ujedno je i jedini koji u plazmi cirkulira u neaktivnom i aktivnom obliku. Faktor VII
moze biti aktiviran faktorima flXa, fXa, fXlla, trombinom, plazminom ili fVII-aktivirajucom
proteazom. Pretpostavlja se da fVIla, cirkuliraju¢i u krvi, provodi nadzor nad cjelovitosc¢u

cirkulacijskog sustava, neprestano traze¢i eventualno izlozeni TF, tj. mjesto ozljede zida
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krvne zile (Morrissey i sur., 1996.). Smatra se da je kompleks TF/fVlla jedini fizioloski
aktivator koagulacije in vivo (Smith i sur., 2009.). On, nadalje, aktivira fIX u fIXa i fX u fXa.
Aktivirani fX zatim stvara malu koli¢inu trombina. Nastali TF/fVIla/fXa kompleks je
kontroliran inhibitorom puta tkivnog faktora (eng. tissue factor pathway inhibitor, TFPI).
Antitrombin (AT) je serinski inhibitor proteaza koji vrlo brzo neutralizira fXa i trombin.
Koli¢ina ovako formiranog fXa i trombina u fazi inicijacije nedovoljna je za svrsishodnu
hemostazu, ali je dovoljna za pojacavanje daljnje vlastite proizvodnje aktivirajuci fV i fVIIL.
Stvaranje vecih koli¢ina trombina potrebnih za hemostazu ovisno je o funkciji kompleksa
tenaze (fVIlla/fIXa) u fazi propagacije. Ovi procesi precizno su kontrolirani (TFPI, AT) sa
svrhom sprjecavanja stvaranja obilja trombina pri svakoj, ¢ak i minimalnoj ekspoziciji TF-a,
pa se prokoagulantno djelovanje nastavlja samo ako je doslo do izlaganja dovoljne koli¢ine

TF-a da nadvlada inhibitorno djelovanje TFPI i AT-a.

@ nicuacua

Adhezija
trombocita

Trombocit =——fp- Aktivirani
a trombocit

(¢)  PROPAGACUA

Aktivirani trombocit

Slika 4. Stani¢ni model prikazuje koagulaciju kao troetapni proces u kojem razlu¢ujemo faze
inicijacije, amplifikacije i propagacije (modificirano iz: Smith i sur., 2009.).
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Faza amplifikacije (Slika 4, b): Trombin stvoren u fazi inicijacije difundira u okolinu i
aktivira okolne trombocite koji tada mijenjaju oblik, otpustaju sadrzaj svojih granula i izlazu
membranske receptore. Trombin na povrsini aktiviranih trombocita pretvara X1 u fXla i fV u
fVa. Takoder, otpusta fVIII iz VWF/fVIII kompleksa i aktivira ga u fVIlla (Hoffman 2003.).
Trombociti koji su kemotaksijom dozvani u ozlijedeno podrucje tijekom faze amplifikacije
osiguravaju dovoljno veliku prokoagulantnu fosfolipidnu povr$inu na kojoj se dalje odvija

faza propagacije.

U fazi propagacije (Slika 4, c) faktor IX dolazi u kontakt s fVIII na aktiviranom
trombocitu i veze se s njim u fVIIla/f1Xa, a oni zajedno s kalcijem ¢ine kompleks tenaze.
Kompleks tenaze odgovoran je za aktiviranje najveceg dijela X u fXa, u daleko vecoj mjeri
nego Sto to ¢ini TF/VIla kompleks. Faktor Xa dalje s faktorom Va i kalcijem c¢ini
protrombinski kompleks koji uzrokuje snazno ubrzanje pretvorbe protrombina u trombin
kakva je potrebna za formiranje stabilnog ugruska. Velike koli¢ine novonastalog trombina
pretvaraju topljivi fibrinogen u netopljivi fibrin, te aktiviraju faktor X111 uzrokujuéi unakrsno
vezanje nastalih fibrinskih niti, ¢cime se dodatno dobiva na ¢vrsto¢i ugruska. Takoder, trombin
djeluje kao aktivator trombinom aktiviranog inhibitora fibrinolize (eng. thrombin activatable
fibrinolysis inhibitor, TAFI).

Jednom kada je stvoren stabilan ugrusak na mjestu ozljede krvne zile, koagulacija se
pocinje prigusivati. Zdrav i neaktiviran endotel u blizini mjesta ozljede i nastalog ugruska
djeluje antiagregacijski luce¢i razne medijatore. Proces zgrusavanja reguliraju a time i
ogranicavaju nekontrolirano Sirenje ugruska, inhibitori AT, TFPI, protein C i protein S (Sallah
1997.). AT inhibira trombin nepovratno ga vezuci u trombin-antitrombin kompleks. Isto tako
AT inhibira i druge aktivirane faktore zgrusavanja (osim faktora VIIIa). Protein C i protein S
inaktiviraju faktore Va i Vllla, gdje protein S djeluje kao kofaktor proteinu C koji je
proteoliticka komponenta kompleksa (Esmon i sur., 1987.). Koagulacija in vivo zapoéinje
vezanjem TF-a i fVlla, a ovaj kompleks dalje aktivira fX i fIX. Kada se proizvede dovoljno
fXa, TF/fVIla/fXa kompleks biva vrlo brzo inhibiran od strane TFPI (Baugh i sur., 1998.).
Faktor Xa i trombin koji difundiraju dalje od mjesta zgruSavanja nemaju potencijal bilo gdje
drugdje zapoceti stvaranje vece koli¢ine trombina jer su inhibirani antikoagulantima koje u
normalnim prilikama lué¢i zdravi endotel, TFPI i AT. Isto tako, trombin se moze vezati i na

trombomodulin, sto dovodi do gubitka najveéeg dijela njegovog prokoagulantnog djelovanja.
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2.5. Fibrinoliza

Fibrinoliti¢ki sustav je jednako kompleksan kao i sustav zgruSavanja, a svakako je i
jednako vazan u odrzavanju homeostaze. Ovaj precizno reguliran enzimatski mehanizam
sprjeCava prekomjerno nakupljanje fibrina i omoguc¢ava uklanjanje tromba nakon cijeljenja

zida krvne zile sa ciljem ponovne uspostave nesmetanog protoka krvi (Chapin i sur., 2014.).

Fibrinogen je topljivi protein koji se sastoji od tri polipeptidna lanca, a u netopljivi
fibrin se pretvara djelovanjem trombina. Faktor VIII tada pojedina¢ne molekule fibrina
unakrsno povezuje u ¢vrstu fibrinsku mrezu koja zajedno sa trombocitima i crvenim krvnim
zrncima ¢ini osnovnu strukturu ugruska. Mnogi faktori, kao §to su koncentracija Ca™", pH,
broj i funkcija trombocita, broj i promjer molekula fibrina, utjecu na arhitekturu i stabilnost
krvnog ugruska (Wolberg i sur., 2007.). Nestabilni ugrusci sa manje gradivnih elemenata su
podlozniji fibrinolizi, dok su ¢&vrsti ugrusci otporniji i mogu promovirati protrombotsku

sklonost organizma.

Koagulacijski i fibrinoliticki sustav medusobno su ovisni i regulirani nizom kofaktora i
inhibitora. Plazmin je najvazniji fibrinolizin, a nastaje iz plazminogena djelovanjem serinskih
proteaza tkivnog aktivatora plazminogena (tPA) ili urokinaze (uPA). tPA se sintetizira i
otpusta iz endotelnih stanica, a uPA iz monocita, makrofaga 1 urinarnog epitela. Oba
aktivatora imaju kratko poluvrijeme zivota od 4-8 minuta zbog prisustva visoke koncentracije
specifiénih inhibitora, kao $to je inhibitor aktivatora plazmonigena 1 (eng. plasminogen-
activator inhibitor, PAI-1). uPA ima nizi afinitet za plazminogen, ne treba fibrin kao kofaktor
I U normalnim okolnostima djeluje samo u ekstravaskularnom okolisu. Oba se aktivatora, tPA
I UPA, uklanjaju preko jetre nakon stvaranja kompleksa sa lipoproteinima. Plazmin takoder
djeluje pozitivnom povratnom spregom na svoje aktivatore pojacavajuéi tako svoj ucinak

(Cesarman-Maus i sur., 2005.)

Inhibitori plazminogena su vazni stoga Sto sprjecavaju nereguliranu aktivnost plazmina
1 njegovih aktivatora. Cirkulirajuéi plazmin i plazminogen se inaktiviraju djelovanjem
inhibitora serinskih proteaza, serpina. Serpini stvaraju kovalentne veze sa svojim ciljnim
enzimima koji se tada odstranjuju iz cirkulacije. Tri su serpina najvaznija u fibrinolizi:

inhibitor aktivatora plazminogena 1 (PAI-1), inhibitor aktivatora plazminogena 2 (PAI-2) i
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a2-antiplazmin. Inhibitor fibrinolize aktiviran trombinom (TAFI) smanjuje broj mjesta na
fibrinskim vlaknima dostupnih za vezanje plazminogena ¢ime usporava stvaranje plazmina i

sudjeluje u stabilizaciji ugruska (Schneider i sur., 2004.).

Sam proces fibrinolize se odvija, pa tako i regulira, na povrSini fibrinskih vlakana i na
povrSini stanica. tPA vezan na fibrinska vlana ima 500 puta veéu moc¢ aktiviranja
plazminogena u usporedbi s tPA koji cirkulira u plazmi. Sli¢no, plazmin nakon vezanja za
fibrin bude zasti¢en od inhibicije a2-antiplazminom. Fibrin i fibrinogen pojacavaju pretvorbu

plazminogena u plazmin i time ubrzavaju svoju degradaciju (Chapin i sur., 2014.).

Dok se plazmatski tPA, uPA i plazmin kontinuirano otklanjaju iz cirkulacije
djelovanjem svojih topljivih inhibitora, oni koji su vezani na povrSinu stanica ili uz sami

ugrusak, nesmetano nastavljaju svoju fibrinoliticku aktivnost.

Prirodeni ili steCeni poremecaji regulacije fibrinolize mogu dovesti do razvoja hiper- ili
hipofibrinolitiCkog stanja. Hiperfibrinoliza dovodi do poja¢anog krvarenja, a primjer je
diseminirana intravaskularna koagulacija kada sistamski upalni odgovor uzrokuje
nesvrsishodnu povecanu potro$nju fibrina u mikrotrombima. Takvo stanje dovodi do
nedostatka fibrinogena i pojac¢ane tendencije krvarenju. Hipofibrinoliza rezultira nedovoljnom
razgradnjom ugruska i posljedicnom sklonosti razvoja sustavne tromboze. Primjer ovakvog
stanja jest antifosfolipidni sindrom gdje postoje autoantitijela protiv komponenti

fibrinolitickog sustava sa posljedi¢no nastalom trombofilijom (Hunt i sur., 2014.).

Razgradni produkti fibrina (eng. fibrin degradation products, FDP) nastaju djelovanjem
plazmina na tromb, kada se otpustaju spojevi kao Sto su fibrinopeptid B i dimeri. Direktno
mjerenje aktivnosti fibrinolitickog sustava je gotovo nemoguce, tako da nam preostaje
oslanjanje na indirektne metode kao Sto su mjerenje koncentracije D-dimera ili globalne
testove fibrinolize, npr. vrijeme razgradnje ugruska (eng. clot lysis time, CLT) ili

tromboelastometriju (Hunt i sur., 2014.).
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Slika 5. Shematski prikaz procesa fibrinolize prikazuje regulaciju razgradnje fibrinske mreze
aktivacijom plazminogena u plazmin (modificirano iz Gorog i sur., 2010.).

22



2.6. Antiagregacijska terapija

Djelotvorna antitrombocitna terapija smanjuje mortalitet i pojavnost ishemijskih
dogadaja u Sirokom spektru vaskularne patologije (Antithrombotic trialist collaboration,
2002.). Antiagregacijsko djelovanje usmjereno je na inhibiciju primarne hemostaze, tj.
aktivacije i agregacije trombocita koji uzrokuju kriti¢no suZenje arterije u podrucju disrupcije
postojeceg aterosklerotskog plaka. Inhibicija trombocita se moze posti¢i bilo blokiranjem
enzima Kkoji pospjeSuju stvaranje agonista agregacije, blokiranjem membranskih receptora ili

djelovanjem na intracelularne trombocitne signalne puteve.

Zlatni standard su lijekovi koji djeluju interferiraju¢i izmedu agonista i njihovih
membranskih receptora, a to su acetilsalicilna kiselina te inhibitori P2Y12 receptora

(klopidogrel, tiklopidin, prasugrel, tikagrelol).

Acetilsalicilna kiselina (ASK) je najstariji antiagregacijski lijek, sintetiziran jo§ u 19.
stolje¢u. Njegov antitrombocitni uéinak primjecen je sredinom 60-ih godina proslog stoljeca,
a molekularni mehanizam otkriven je 1970. godina. Nakon oralnog unosa apsorbira se u
gornjim dijelovima gastrointestinalnog trakta, a vr$nu koncentraciju u krvi postize ve¢ za 30
minuta. Najve¢i dio antitrombocitnog ucinka ostvaruje ve¢ u cirkulacijskom sustavu vene
vratarice, prije negoli bude razgraden u jetri (Patrono i sur., 2001.). Ireverzibilni je inhibitor
ciklooksigenaze COX-1, za koju je relativno selektivan u niskim dozama. COX-1 ima zadatak
katalizirati pretvorbu arahidonske Kiseline oslobodene iz membranskih fosfolipida prilikom
aktivacije trombocita u prostaglandin H2. Tako se sprjeCava i transformacija prostaglandina
H2 u tromboksan A2 koji je direktni agonist TP receptora vezanih na G12/13 i Gq signalne
putove. Normalno se stvaranje tromboksana A2 dogada kao odgovor na aktivaciju trombocita
pokrenutu razli¢itim agonistima, kao S$to su trombin ili kolagen, kroz mnogobrojne
amplifikacijske mehanizme koji imaju za cilj agregaciju krvnih plo¢ica, spazam i proliferaciju
glatkih miSi¢nih stanica krvnih zila (Kobayashi i sur., 2004.). Djelovanje acetilsalicilne
kiseline na COX-1 je nepovratno i traje 7-10 dana kod ljudi, a 4-5 dana kod Stakora. Razlog
tome je Sto se agregacija trombocita oporavlja tek priljevom novih neinhibiranih stanica iz
kosStane srzi budu¢i da trombociti nemaju jezgru pa tako niti sposobnost sinteze novih

proteina ¢ime bi se regenerirala funkcija inhibiranih enzima (Awrty i sur., 2000.).
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Klopidogrel je predstavnik tienopiridinske skupine lijekova druge generacije. Nakon
peroralne primjene apsorbira se preko mukoze crijeva u obliku prolijeka koji vec¢im dijelom
bude inaktiviran u cirkulaciji djelovanjem esteraza. Samo se 15% apsorbiranog prolijeka dalje
transformira u bioloski aktivni oblik djelovanjem citokroma P450 u jetri. Svoj maksimalni
utjecaj na trombocite postize 1-2 sata po primjeni i tada ireverzibilno inaktivira mjesto
vezanja agonista ADP-a na P2Y12 receptorima koji su vezani na Gq signalni put, vezuci se na
njihov cisteinski ostatak. Djelovanje klopidogrela na agregaciju traje koliko i zivotni vijek
trombocita, odnosno do pojave novih trombocita u cirkulaciji (Quinn i sur., 1997.).

Inhibitori fosfodiesteraze 11l (dipiridamol, cilostazol) ostvaruju svoj antiagregacijski
uéinak suprimirajuc¢i hidrolizu ¢cGMP-a i CAMP-a, povecavaju¢i njihove intracelularne
vrijednosti (Whilte i sur., 2003.). cGMP se dobiva preko sGC koja se aktivira dusi¢nim
oksidom, a cAMP preko sAC, koja se aktivira prostaciklinom. Jedan od kriticnih dogadaja za
aktivaciju trombocita, bilo topljivim agonistima koji djeluju signalizacijom preko s G
proteinom vezanih receptora (ADP, tromboksan A2, trombin, serotonin) ili nakon ekspozicije
adhezivnim proteinima (kolagen, VWF), jest smanjenje intracelularne koncentracije CAMP-a i
cGMP-a. Analogno, intervencije kojima se podize koncentracija cAMPa i ¢cGMP-a djeluju
inhibitorno na sve mehanizme aktivacije (Zhenyu i sur., 2010.). Tako, interferirajuci sa svim
aktiviraju¢im signalnim putovima (Gq, Gi, G13) blokiraju mobilizaciju kalcija, reorganizaciju
citoskeleta i degranulaciju (Geng 2012.). Inhibitori PDE Il se uzimaju peroralno, ali
nedostatak im je da su samostalno slabo ucinkoviti, pa se obi¢no kombiniraju s
acetilsalicilnom kiselinom i klopidogrelom. Zanimljivo je da cilostazol ne povecava rizik od

krvarenja.

Otkri¢e glikoproteinskih receptora IIb-1lla kao i njihove funkcije u aktivaciji i
agregaciji trombocita dovela je pokusSaja sintetiziranja njihovih direknih inhibitora. Naime,
primjeceno je da se za te receptore veze fibrinogen medusobno agregiraju¢i trombocite, te da
je upravo taj korak kljucan za primarnu hemostazu neovisno o tome kojim je putem ili
agonistom aktivacija trombocita potaknuta. Kako jo$ uvijek nije sintetiziran peroralni
pripravak Kkoji bi bio siguran za bolesnike, danas se u rutinskoj klini¢koj primjeni koriste
intravenski lijekovi abciksimab, tirofiban i eptifibatid. Upravo zbog inhibiranja kona¢nog

zajednickog puta primarne hemostaze, inhibitori GP llb-1lla receptora predstavljaju
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najsnazniju, ali time i skupinu lijekova s najve¢im brojem komplikacija vezanih uz krvarenje

(Michelson i sur., 2013.).

Osnovni problemi vezani uz primjenu klasi¢nih peroralnih antiagregacijskih lijekova su
otpornost na terapiju i povec¢ana sklonost krvarenju (Kolandaivelu i sur., 2011.). Otpornost na
terapiju objaSnjava se individualnom bioloskom varijabilnos¢u u odgovoru na pojedine
lijekove (Ben-Dor i sur., 2009.; Kasotakis i sur., 2009.; Garabedian i sur., 2013.), a dovodi do
povecane incidencije razvoja ishemijskih dogadaja (Bollati i sur., 2011.). U tom slucaju se
pribjegava kombiniranju lijekova razli¢itih mehanizama djelovanja, kako bi se njihovim
sinergistickim djelovanjem postigao odgovarajuci uc¢inak (engl. dual antiaggregation therapy,
DAT) (Bhatt i sur., 2007.; Hallas i sur., 2006.). Zadovoljavaju¢i antiagregacijski ucinak
lijekova dovodi, s druge strane, do povecanog rizika od pojave krvarenja. Taj rizik je veci kod
kombinirane nego kod monoterapije. Ireverzibilna blokada trombocita ovim lijekovima
nerijetko uzrokuje problem u klinickoj praksi u smislu krvarenja (Gresele i sur., 2011.; Daniel
I sur., 2002.).
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2.7. Impendancijska agregometrija

Ispitivanje funkcije trombocita zapocelo je ubrzo nakon S§to su oni definirani kao
zasebne cirkulirajuée stanice S vaznom ulogom u hemostazi i trombozi. Unato¢ ranim
opazanjima, istraziva¢ima su tijekom veceg dijela 20. stoljeca na raspolaganju bili malobrojni
i razmjerno nepouzdani testovi, kao $to su ruéno brojenje trombocita, inspekcija perifernog

razmaza ili odredivanje vremena krvarenja.

Mogucénost ispitivanja trombocita u laboratorijskim uvjetima znatno je unaprijedena
1962. godine uvodenjem opticke agregometrije, takozvane Bornove metode, iz uzorka
trombocitima bogate plazme (eng. platelet rich plasma, PRP), koja se i dalje smatra zlatnim
standardom (Born 1962.).

Jedan od najve¢ih problema prilikom ispitivanja funkcije trombocita predstavlja
njihova izrazita osjetljivost na svaki mehanicki ili kemijski podrazaj i posljedi¢na podloznost
nezeljenoj aktivaciji prilikom rukovanja uzorkom. Cardinal i Flower su 1980. godine opisali
elektriénu impendancijsku metodu agregometrije iz uzorka pune krvi (eng. whole blood
aggregometry, WBA), ¢iji se koncept temelji na Cinjenici da trombociti po aktivaciji
prijanjaju na elektrode uzrokuju¢i medu njima porast impendancije koji se moze mjeriti.
Velika je prednost ove metode Sto se funkcija trombocita procijenjuje u uzorku pune krvi gdje
nema potrebe za posebnom pripremom uzorka (npr. centrifugiranja), $to zna¢i manju
mogucnost nezeljene aktivacije i preuranjenog iscrpljivanja trombocita. Takoder, trombociti
se ispituju u okruzju sli¢nijem onom fizioloskom, gdje im je omogucena interakcija sa
eritrocitima, leukocitima i fibrinogenom (Cardinal i sur., 1980.).

Na tim temeljima proizveden je 2005. godine Multiplate® analyser uredaj, Ciji je
detaljan opis metode ubrzo i objavljen (Toth 2006.). Koristen je u brojnim istrazivanjima
trombocita, kako humanih tako i mnogih Zivotinjskih vrsta, ukljucivo stakora (Defontis i sur.,
2013.; Kirkeby i sur., 2008.; Dobaczewski i sur., 2008.).
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Prilikom agregacije u fizioloskim uvjetima, viSe aktivatora djeluje istovremeno
sinergisti¢ki na razli¢ite receptore trombocita (Jackson i sur., 2007.). Jedna od prednosti u
ovom istrazivanju primijenjene metode jest da se agonisti mogu koristiti zasebno kako bi se
detektirali specificni mehanizmi aktivacije. Za in vitro testiranje obi¢no se koriste

pojedina¢no adenozin difosfat, arahidonska Kiselina, prostaglandin E1, kolagen ili trombin.

ADP je vazan fizioloski agonist kojeg otpustaju trombociti 1 eritrociti, a djeluje preko
P2Y12 i P2Y1 receptora. Njegovo djelovanje je oslabljeno u prisutnosti inhibitora P2Y12
receptora pa se Kkoristi za ispitivanje djelovanja klopidogrela (Packham i sur., 2002.).

Arahidonska kiselina se enzimatskom reakcijom COX sustava pretvara u tromboksan
A2 koji tada djeluje preko svojih specifiénih TP receptora na povrsini trombocita uzrokujuéi
agregaciju. Aktivacija trombocita ovim putem je onemogucena ili oslabljena u prisutnosti

COX inhibitora pa se AA koristi kao agonist za ispitivanje djelovanja aspirina na trombocite.

Prostaglandin E1 je inhibitor agregacije trombocita i koristi se u kombinaciji s
agonistom AA za ispitivanje funkcije cilostazola na agregaciju trombocita (Satoh i sur.,
2012.)).

Kolagen je fizioloski agonist koji ima vaznu ulogu u adheziji trombocita na
subendotelni matriks vezuci se za glikoprotein VI i lalla integrinske receptore $to dovodi do
oslobadanja arahidonske kiseline i tromboksana A2 i koristi se za ispitivanje opce,

nespecifiCne agregabilnosti trombocita.

Uredaj (Slika 6) ima pet kanala za istovremeno odredivanje aktivnosti trombocita, u
koje se postavljaju posudice namijenjene za jednokratna mjerenja. Posudice sadrze dva para
bakrenih elektroda obloZenih srebrom i teflonski elektromagnet koji mijeSa uzorak levitirajuci
u magnetskom polju brzinom od 800 rotacija po minuti. Dva para elektroda sluze jedan
drugome kao kontrola, a odstupanje za vise od 20% u izmjerenim vrijednostima izmedu njih
govori da je dobiveni rezultat nepouzdan, uz preporuku ponavljanja istoga. Trombociti se,
agitirani stalnim levitiranjem elektromagneta i ciljano stimulirani odredenim agonistom,

aktiviraju 1 lijepe na parove elektroda Sto povecava elektricnu impendanciju izmedu njih.

27



Slika 6. Multiplate analyser uredaj za mjerenje impedancijske agregometrije
(ustupljeno ljubaznoséu tvrtke Dynabyte Medical, Njemacka).

Taj porast impendancije se kontinuirano mjeri kroz 6 minuta i prikazuje graficki na ekranu

(Slika 7). Vrijednosti koje se racunaju iz dobivene krivulje su:

(1) maksimalna postignuta visina agregacije (eng. aggregation, AGG), koja je odredena
najve¢om promjenom elektricne impendancije izmedu elektroda, a izrazava se u arbitrarnim

agregacijskim jedinicama (eng. aggregation units - AU),

(2) maksimalna brzina agregacije (eng. velocity, VEL), koja je odredena najve¢im nagibom

krivulje, a mjeri se u agregacijskim jedinicama po minuti (AU/min), i
(3) povrsina ispod krivulje (eng. area under curve, AUC), koja je odredena visinom krivulje i

njezinim nagibom, a izrazava se kao jedinica (eng. unit - U, 1U = AU X min) i opéenito se

smatra najpouzdanijim pokazateljem opce agregabilnosti trombocita.
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Slika 7: Tipican izgled krivulje agregometrije koja prikazuje agregaciju kroz 6 minuta
(modificirano iz: Pape i sur., 2010.).
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2.8. Rotacijska tromboelastometrija

Hemostaza zahtijeva zajednicko djelovanje aktiviranih trombocita pri formiranju
inicijalnog trombocitnog ugruska i koagulacijske kaskade kojom se proces dalje propagira
rezultiraju¢i stvaranjem stabilnog krvnog ugruska. Tradicionalno, sposobnost krvi da
koagulira procijenjujemo konvencionalnim laboratorijskim testovima kao $to su broj i
funkcija trombocita, aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (aPTV), protrombinsko
vrijeme (PV), trombinsko vrijeme, koncentracija fibrinogena i njegovih razgradnih produkata,
D-dimera. Nazalost, ove metode nam pruzaju Samo mogucnost izoliranog testiranja pojedinih
dijelova koagulacijskog sustava i u konacnici ne daju uvid u zajedni¢ko djelovanje svih

sastavnica sustava zgruSavanja (Thakur i sur., 2012.).

Klasi¢nu tromboelastografiju za odredivanje elasticiteta krvnog ugruSka i globalnu
procjenu Kinetike i kvalitete njegovog nastajanja, razvio je Hellmut Hartert kako bi prevladao

ogranic¢enost do tada dostupnih pojedinac¢nih laboratorijskih testova (Hartert i sur., 1948.).

Metodu rotacijske tromboelastometrije, temeljenu na nacelima tromboelastografije,
predstavio je Franz 2009. godine (Franz i sur., 2009.). Od tada se uspje$no koristi U
istazivanjima elasticiteta krvnog ugruska provedenih na Stakorima (Wohlauer i sur., 2011.;
Siller-Matula i sur., 2008.; Kol i sur., 2010.) i mnogim drugim Zivotinjama te u klini¢koj

praksi s ljudima.

Slika 8. ROTEM tromboelastometrijski uredaj za mjerenje viskoelasti¢nih svojstava krvnog ugruska
(ustupljeno ljubazno$c¢u tvrtke Tem International GmbH, Njemacka).
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Viskoelasti¢na svojstva krvnog ugruska prikazuju se kontinuiranim grafickim ispisom na

monitoru koji prati stvaranje i razgradnju ugruska kroz 60 minuta.

Uredaj (Slika 8) ima 4 kanala za istovremena mjerenja. Na pojedini kanal se magnetski
fiksira jednokratna posudica u koju se prethodno stavi ispitivani uzorak pune Krvi,
rekalcificiran i pomijesan sa odabranim pokretacem koagulacije. Po sredini posudice, udaljen
1 mm od njezinih zidova, postavljen je termoregulirani klipi¢ uc¢vrséen na kontinuirano
osciliraju¢u vertikalnu osovinu. Osovina je uc¢vrs¢ena na lezajevima koji osiguravaju kretanje
klipica amplitudom od 4.75° po vertikalnoj osi, frekvencijom od 12 rotacija po minuti.
Opticki sistem mjeri pokrete vertikalne osovine i na nju pri¢vrs¢enog klipica. Metoda
tromboelastometrije temelji se na ¢injenici da pokretanje osovine, dakle i klipi¢a uronjenog u
ispitivani uzorak krvi, nije ograni¢eno sve dok je krv u teku¢em stanju. Suprotno, kada dolazi
do stvaranja ugruska Kkoji prijanja na povrSinu klipica sve se viSe ograniCava amplituda

oscilacije vertikalne osovine (Slika 9).

Slika 9. Formiranje ugruska u posudici smanjuje amplitudu oscilacija klipi¢a
(ustupljeno ljubaznoséu tvrtke Tem International GmbH, Njemacka)
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Smanjivanje amplitude oscilacije vertikalne osi koje je posljedica stvaranja krvnog ugruska
prikazuje se graficki na monitoru kroz vrijeme od 60 minuta, u obliku tipi¢ne

tromboelastometrijske krivulje.
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Slika 10. Prikaz krivulje i parametara dobivenih tromboelastometrijom
(ustupljeno ljubaznoscu tvrtke Tem International GmbH, Njemacka).

Slijedi definicija parametara rotacijske tromboelastometrije koji se ra¢unaju i numericki

prikazuju iz dobivene krivulje (Slika 10):

(1) Vrijeme zgrusavanja (engl. clotting time, CT) izrazava se u sekundama, a na
tromboelastogramu predstavlja vrijeme koje je potrebno da ugrusak dosegne ¢vrstocu koja
odgovara amplitudi Sirine 2 mm. On ovisi 0 aktivnosti koagulacijskih faktora i eventualnoj
prisutnosti heparina. Skra¢eno CT vrijeme nam govori za hiperkoagulabilno, a produzeno za

hipokoagulabilno stanje.

(2) Vrijeme do stvaranja stabilnog ugrusSka (eng. clot formation time, CFT) je vrijeme

potrebno da tromboelastogram dosegne amplitudu Sirine 20 mm. CFT parametar se izraZzava u
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sekundama, a koristan je za procjenu brzine stvaranja krvnog ugruska. Ovisi o aktivnosti

koagulacijskih faktora, funkciji i broju trombocita, te fibrinogenu.

(3) Alfa kut (eng. alpha angle) nam takoder govori o kinetici stvaranja ugruska, a izraZzava se
u stupnjevima. Definiran je kao kut izmedu nulte ravnine i tangente koja prolazi kroz krivulju
u to¢ki gdje je ona dosegla sirinu od 20 mm. Sli¢no kao i CFT, pokazatelj je brzine stvaranja

ugruska, a ovisi o istim parametrima.

(4) Maksimalna ¢vrstoca ugruska (eng. maximum clot firmness, MCF) najvazniji je parametar
dobiven ovom metodom, a izrazava se u milimetrima. Na krivulji tromboelastograma
predstavlja najvec¢i postignuti odmak od nulte linije u vremenu od 60 minuta. Govori 0
mehanickoj ¢vrsto¢i nastalog ugruska i ovisi ponajvise o broju i funkciji trombocita,

koncentraciji i sposobnosti polimerizacije fibrina te aktivnosti faktora XIII.

(5) Indeks trombolize (eng. lysis index at 30 min, LI 30) parametar je koji nam govori 0
procesu razgradnje ugruska i predstavlja stupanj smanjenja ¢vrstoc¢e ugruska nakon 30
minuta, a izraZava se u postocima. Predstavlja postotak izgubljene ¢vrstoce ugruska u odnosu
na najvisu postignutu MCF vrijednost nakon 30 minuta. Daje vrijedne informacije o

aktivnosti fibrinolitiCkih enzima, inhibitora fibrinolize i faktora XIII.

(6) Indeks maksimalne trombolize (eng. maximal lysis, ML) se izrazava u postocima i
prikazuje maksimalnu trombolizu kao omjer amplitude ugruska u fazi najmanje ¢vrstoce te

maksimalno ostvarene vrijednosti ¢vrsto¢e ugruska.

Ova metoda omogucava da se sam proces koagulacije potakne odvojeno preko

vanjskog ili unutarnjeg puta pomocu razlicitih agonista:

EXTEM test za aktiviranje vanjskog puta zgrusavanja nakon rekalcifikacije Kkoristi
tkivni faktor. Inicijalna produkcija trombina ovisna je o aktivnosti faktora ukljucenih u
vanjski put zgrusavanja (VII, X, V, II). Daljnji razvoj ugruska ovisi o doprinosu trombocita,
procesu polimerizacije fibrina, aktivnosti fXIII te fibrinolizi. Nedostatak mu je slaba

osjetljivost na uc¢inak antiagregacijskih i antikoagulacijskih lijekova.
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INTEM test kao aktivator unutarnjeg puta zgruSavanja nakon rekalcifikacije koristi
elagi¢nu kiselinu. Pocetak stvaranja ugruska ovisi o koagulacijskim faktorima XII, XI, IX,
VI, X, V, Il i fibrinogenu. Maksimalna ¢vrstoc¢a nastalog ugruska rezultat je funkcije
trombocita te fibrinogena. Ograni¢enje U praksi mu je slaba osjetljivost na poremecaje

funkcije trombocita bilo kojeg uzroka, ukljucivo antiagregacijske terapije.

FIBTEM test je zapravo modifikacija EXTEM testa. Proces koagulacije aktivira se
nakon rekalcifikacije preko vanjskog puta zgrusavanja, a ispitivanom uzorku se istovremeno
dodaje citohalazin D. On ima svrhu inhibiranja aktivacije i promjene oblika trombocita, a time
i ekspresije i aktivacije GP llbllla receptora. Cvrsto¢a ugruska ovdje ovisi samo o

koncentraciji i sposobnosti polimerizacije fibrina, bez doprinosa trombocita.
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2.9. BPC 157

Pentadekapeptid BPC 157 otkriven je u zelucanom soku i ubrzo je potvrdeno da ima
vaznu funkciju u zaStiti sluznice tog organa kao i u antiulkusnoj protekciji cijelog

gastrointestinalnog trakta.

Kemijskom analizom je utvrdeno da se aktivna komponeneta molekularne tezine 1419
sastoji od niza 15 aminokiselina (Gly Glu Pro Pro Pro Gly Lys Pro Ala Asp Asp Ala Gly Leu
Val), te da je lako topljiva u vodi i fizioloSkoj otopini. Inkubacija u Zelu¢anom soku i vodi ne
dovodi do razgradnje molekule niti nakon 24 sata, §to govori u prilog njezine izuzetne

stabilnosti koja omogucava dugotrajno korisno djelovanje (Sikiric i sur., 1993.).

U dosada$njim ispitivanjima na razli¢itim Zivotinjskim modelima apliciran je uvijek
peptid Cisto¢e 99% bez posebnog nosaca. Nije bilo moguce utvrditi letalnu dozu 1, niti su
dokazane bilo kakve nuspojave prilikom administracije visokih doza. U brojnim pokusima
opetovano je pokazivao djelotvornost ¢ak i pri vrlo niskim (nanogramskim i mikrogramskim)
dozama. Takoder, njegov pozitivan ucinak bilo je moguce ostvariti nakon intraperitonealne,

intragastri¢ne, intravenske, topicke ili lokalne primjene.

Pentadekapeptid BPC 157 u provedenim pokusima nije pokazao znacajno djelovanje na
razliCite organske sustave i vrijednosti izmjerenih parametara kojima pratimo njihovu
funkciju, primjerice krvni tlak, sr¢anu frekvenciju, temperaturu, diurezu ili koagulabilnost, u
uvjetima bez otklona od homeostaze. S druge strane, u stanjima kada postoji poremecaj
homeostaze, apliciranje BPC-a 157 ispitivanim zivotinjama dovodi do znac¢ajnog oporavka i
normalizacije ispitivanih parametara (Sikiric i sur., 2014.; Sikiric i sur., 1993.; Sikiric i sur.,
1999a.; Sikiric i sur., 1994.; Sikiric i sur., 1996a.; Jelovac i sur., 1998.; Turkovic i sur.,
2004.). Predlozena je teorija da pentadekapeptid BPC 157 svoju ulogu u odrzavanju
homeostaze u organizmu ostvaruje kao jedan od medijatora Robertove citoprotekcije (Sikiric i
sur., 2010.).

Provedena istrazivanja na eksperimentalnim Zivotinjskim modelima su dokazala da BPC
157 djeluje protektivno na mnoge organske sustave sprjeavajuci ili smanjujuci nepovoljna

djelovanja izazvana razli¢itim mehanizmima.
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Tako, pokusi provedeni u svrhu ispitivanja djelovanja ovog peptida na razvoj zeluanih
lezija Stakora (Sikiric 1 sur., 1994.) i pili¢a (Grabarevic i sur., 1997.) pokazali su da BPC 157
ima vrlo snaznu sposobnost gastroprotekcije (Sikiric i sur., 1994.; Sikiric i sur., 1996a.;
Sandor i sur., 1997.; Sikiric i sur., 1996b.), dok u modelu izazivanja upale debelog crijeva ima
zastitni u¢inak na sluznicu kolona (Veljaca i sur., 1994.) gdje smanjuje eksudaciju posrednika
upale (leukotrijena B4, tromboksana B2 te mijeloperoksidaze) (Seiwerth i sur., 1997.; Veljaca
i sur., 1995.). U modelu kratkog crijeva, zivotinje tretirane BPC-om 157 pokazivale su na
histoloskom preparatu o¢uvanje dubine Kripti, visine crijevnih resica kao i odrzanje debljine
muskularnog sloja crijeva, §to je konacno dovodilo i do klini¢kog oporavka funkcije

gastrointestinalnog trakta (Sever i sur., 2009.).

U eksperimentalnim modelima oSteenja jetre paracetamolom 1 diklofenakom,
ispitivani peptid BPC 157 je ucinkovito reducirao o$tecenje jetrenog parenhima (llic i sur.,
2011.; Tlic 1 sur., 2010.), dok je u modelima akutnog i kroni¢nog osStecenja jetre i zZelu¢ane
sluznice uzrokovanog etanolom djelovao protektivno i ubrzavao njihov oporavak (Boban-
Blagaic i sur., 2006.).

BPC 157 pokazuje i antioksidativna svojstva, te djeluje neuroprotektivno uspjesno
smanjuju¢i stupanj nastalih mozdanih oSteCenja izazvanih nepovoljnim djelovanjem
slobodnih radikala u modelima toksi¢nosti diklofenakom 1 paracetamolom (Ilic i sur., 2011.;
llic i sur.,, 2010.). Takoder, pozitivno utjee i na poremecaje funkcije dopaminskog i
serotoninskog sustava u mozgu (Sikiric i sur., 1999b.; Jelovac i sur., 1999a.; Tohyama i sur.,
2004.).

Da BPC-a 157 ima povoljno djelovanje u odrZzavanju homeostaze kardiovaskularnog
sustav dokazano je u nekoliko pokusa (Sikiric i sur., 1997a.; Lovric- Bencic i sur., 2004.;
Balenovic i sur., 2009.; Barisic i sur., 2013.; Tohyama i sur., 2004.).

Za ispitivanje antiaritmickog ucinka BPC-a 157 koristen je model kalijem uzrokovanih
poremecaja srcanog ritma. Dokazano je da profilakticka 1 terapijska primjena BPC-a 157
nakon aplikacije visoke doze otopine kalijevog klorida, kao i nakon izazivanja hipokalijemije

primjenom visokih doza diuretika dovodi do sprjeavanja pojave ili do skra¢ivanja vremena
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trajanja specificnih elektrokardiografskih promjena i aritmija izazvanih hiper- odnosno

hipokalijemijom (Barisic i sur., 2013.).

Ispitujuci djelovanje BPC-a 157 na toksi¢nost metildigoksina pokazalo se da se ovako
izazvane aritmije mogu sprijeciti i reducirati. Naime, primjenjen profilakticki ili terapijski,
BPC 157 smanjuje broj ventrikularnih ekstrasistola, znac¢ajno produzuje vrijeme do pojave te
reducira vrijeme trajanja ventrikularne fibrilacije i potpunog AV bloka (Balenovic i sur.,
2009.).

Na modelu globalnog ishemijsko-reperfuzijskog oste¢enja miokarda zamoraca pokazao
je svoje antiaritmicko djelovanje znacajno smanjujuéi ucestalost nastanka i trajanja
ventrikularne fibrilacije i AV bloka, te produzujuci trajanje stabilnog sinusnog ritma nakon

nastanka reperfuzijske ozljede (Bosnjak i sur., 1994.).

Osim protektivnog i terapijskog ucinka na pojavu aritmija BPC 157 ima povoljno
djelovanje na poremecaje u vrijednostima arterijskog tlaka. lako nije pokazao utjecaj na
izmjerene bazalne vrijednosti u normalnih zivotinja, svoje je djelovanje ocitovao u oporavku
hipertenzije nakon primjene N-nitro-L-arginin metil-estera (L-NAME), hipotenzije nakon
primjene L-arginina (Sikiric i sur., 1997a.), te hipotenzije izazvane hipovolemijom (Sikiric i
sur., 1993.). Takoder, dokazan je terapijski u¢inak na oSte¢enja plu¢ne vaskulature i desne
strane srca uzrokovane pluénom hipertenzijom nakon primjene L-NAME ili pak uzrokovane

pluénom hiperemijom nakon primjene L-arginina (Grabarevic i sur., 1997.).

Da bi ispitao eventualni utjecaj BPC-a 157 na veli¢inu ishemijske ozljede miokarda
Stakora uzrokovane izoprenalinom, BariSi¢ je dizajnirao studiju koja je promatrala dinamiku
porasta troponina T, pojavu standardnih ishemijskih pokazatelja na EKG-u kao i promjene na
histoloskom preparatu. Zivotinje tretirane BPC-om 157 imale su statisticki znadajno nize
vrijednosti troponina T, manje otklona u EKG-u i manje histoloskih promjena koje govore za

ishemijsku ozljedu sréanog misic¢a (Barisic i sur., 2009.).

Na zivotinjskom modelu doksirubicinom uzrokovanog zatajenja srca primjena BPC-a
157 je dovela do znaCajnog pada vrijednosti big-endotelina 1 koji je odredivan kao pokazatelj

stupnja sréane insuficijencije. Nadalje, BPC 157 je doveo do jasnog povlacenja klinic¢kih
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znakova sr¢ane dekompenzacije kao $to su tahikardija, hipotenzija ili tahipneja, za razliku od
blokatora angiotenzinskih i kalcijevih receptora kojima su bile tretirane druge grupe zivotinja

(Lovric-Bencic i sur., 2004.).

Pentadekapeptid BPC 157 ima dokazano specifiéno djelovanje i na koagulacijski
sustav. U istrazivanju koje su proveli Hrelec i suradnici pentadekapeptid BPC 157 je bio
djelotvoran u prevenciji nastanka okluzivnog tromba i razgradnji ve¢ stvorenog ugruska
nakon formiranja termino-terminalne anastomoze nakon transekcije abdominalne aorte. U
tom ispitivanju BPC 157 je apliciran lokalno odmah po kreiranju anastomoze, te
intraperitonealno nakon 24 sata. Zahvaljujuci inhibicijskom djelovanju peptida na razvoj
ugruska i ubrzanoj trombolizi, tretirane su Zivotinje nakon 24 sata pokazivale bolju aktivnost
zadnjih udova sa misi¢nom snagom komparabilnom onoj prije zahvata na aorti, u usporedbi s

netretiranim $takorima (Hrelec i sur., 2009.).

S druge strane, rezultati istrazivanja koje je provela StupniSek pokazuju da nakon
amputacije repa zivotinje tretirane acetilaslicilnom kiselinom, heparinom i varfarinom imaju
skraeno vrijeme krvarenja, iskrvare manji volumen krvi, te da imaju manju ucestalost
nastanka trombocitopenije ako im se intraperitonealno ili intravenski aplicira BPC 157. U
istom istraZzivanju je dokazano da peptid nema utjecaja na druge parametre koje uobicajeno
koristimo kada Zelimo procjeniti funkciju pojedinih sastavnica sustava zgruSavanja, a to su
aktivirano parcijalo tromboplastinsko vrijeme (aPTV), protrombinsko vrijeme (PV),
koncentraciju fibrinogena, anti Xa aktivnost ili hematokrit (Stupnisek i sur., 2012.) Ista grupa
autora je ispitivala i utjecaj BPC-a 157 na djelovanje L-NAME i L-arginina u slicnom
modelu. Kod normalnih stakora L-NAME je smanjivao vrijeme Kkrvarenja, a L-arginin ga je
produzavao. Zivotinje tretirane BPC-om 157 pokazivale su znaajno skraéenje vremena
krvarenja i smanjivanje iskrvarenog volumena krvi kod L-argininske skupine i dodatno
skra¢ivanje spomenutih parametara kod L-NAME skupine u usporedbi s netretiranim

Stakorima (Stupnisek i sur., 2015.).

Mehanizmi preko kojih pentadekapeptid BPC 157 ostvaruje svoje organoprotektivno
djelovanje nisu do kraja razjaSnjeni. Ispitivanja su pokazala da postoji slozeno
medudjelovanje s dopaminergi¢kim, adrenergickim i serotoninskim sustavima (Sikiric i sur.,

1997c.; Tohyama i sur., 2004.). Smatra se da povoljni u¢inak na cijeljenje barem djelomice
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ostvaruje pojacanom ekspresijom erg-1 gena i nab-2 proteina $to ima za posljedicu poticanje

luéenja citokina i faktora rasta, a time i ubrzano stvaranje kolagena (Tkalcevic i sur., 2007.).

Takoder, moguce je da su neki od njegovih blagotvornih ucinaka posredovani
medudjelovanjem sa sustavom duSi¢nog oksida. Naime, u mnogim je pokusima dokazano da
BPC 157 modulira sustav dusi¢nog oksida poticu¢i njegovu sintezu. Taj ucinak ostvaruje
prvenstveno uspjeSno se suprostavljaju¢i blokadi NOS primjenom L-NAME, i to
mehanizmom koji nadilazi agonisticki utjecaj L-arginina. Takoder, uspje$sno antagonizira
nepovoljno djelovanje L-arginina. (Grabarevic i sur., 1997.; Sikiric i sur., 1997a.; Boban-
Blagaic i sur., 2006.; Lovric-Bencic i sur., 2004.; Klicek i sur., 2008.; Cesarec i sur., 2013.;
Balenovic i sur., 2009.; Barisic i sur., 2013.; Sikiric i sur., 2014.).
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3. MATERIJALI | METODE

Prije pocetka istrazivanja dobivena je suglasnost Povjerenstva za bioetiku i dobrobit

zivotinja Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.1. Zivotinje

Istrazivanje je obuhvatilo 60 muzjaka Wistar bijelih Stakora tezine 200-250 ¢ iz
uzgoja Zavoda za farmakologiju Sveuéilidta u Zagrebu. Zivotinje su drzane u uobitajenim
metalnim kavezima, po Cetiri jedinke u svakom, uz neograni¢enu aktivnost. Bile su izlozene
12-satnim naizmjeni¢nim periodima svjetla i tame, te standardnim kontroliranim
laboratorijskim klimatskim uvjetima koji su odrzavali temperaturu od 22-24°C i vlaznost od

30-60%. Pristup vodi i peletiranoj hrani bio je ad libitum.
3.2. Lijekovi
Tijekom istraZivanja koristeni su:
Antiagregacijski lijekovi
1. acetilsalicilna kiselina (pripravak Andol, tbl. od 100 mg, proizvodac¢ Pliva, Hrvatska),
2. klopidogrel (pripravak Zyllt, tbl. od 75 mg, proizvoda¢ Krka, Hrvatska),

3. cilostazol (pripravak Pletal, tbl. od 50 mg, proizvoda¢ Otsuka Pharmaceutical Ltd.,VB).

BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLYV, molekularne tezine 1419.53552 g/mol, proizvodac

Diagen, Slovenija).
ODQ (1H-[1,2,4] oksadiazol [4,3-a] kvinoksalin-1-1, Janssen, Belgija).
Anestetici

1. ketamin (pripravak Ketanest, 25 mg/ml, proizvoda¢ Parke Davis GmbH, Njemacka),
2. diazepam (pripravak Normabel, 10 mg/ml, proizvoda¢ Belupo, Hrvatska).
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3.3. Uredaji i pripadajudi reagensi

3.3.1 Agregacija trombocita

Agregacija trombocita odredivana je metodom impendancijske agregometrije na Multiplate®

analyzer uredaju (Dynabyte Medical, Njemacka).

Reagensi koriSteni za aktivaciju agregacije trombocita su:
1. adenozin-difosfat (ADP test, Dynabyte Medical, Njemacka),
2. arahidonska kiselina (ASPI test, Dynabyte Medical, Njemacka),
3. prostaglandin E1 (Prostaglandin E1 test, Dynabyte Medical, Njemacka),
4. kolagen (COL test, Dynabyte Medical, Njemacka).

3.3.2. Viskoelasticna svojstva krvnog ugruska

Viskoelastiéna  svojstva  krvnog ugruSska odredivana su metodom rotacijske

tromboelastometrije na ROTEM® delta uredaju (Tem International GmbH, Njemacka).

Za rekalcifikaciju uzorka krvi koristen je CaCl2 (starTEM, TEM International GmbH,
Njemacka).

Reagensi koristeni za pokretanje sustava zgruSavanja su:
1. tkivni faktor (EXTEM, TEM International GmbH, Njemacka),
2. elagi¢na kiselina (INTEM, TEM International GmbH, Njemacka),
3. citohalazin D (FIBTEM, TEM International GmbH, Njemacka).
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3.4. Skupine i protokol primjene lijekova

Nakon vaganja zivotinje (n = 60) su nasumi¢no podjeljene u 3 skupine od po 20 jedinki
ovisno o tome koji ¢e antiagregacijski lijek primati, pa je tako skupina 1 primala aspirin
(ASK), skupina 2 klopidogrel (KLO), a skupina 3 cilostazol (CILO).

Svaka je skupina nadalje nasumi¢no podijeljena u 4 podskupine od po 5 Zivotinja, od
kojih je podskupina a bila kontrolna i primala je fiziolosku otopinu, podskupina b je primala
BPC 157, podskupina c je primala ODQ, podskupina d je primala BPC 157 i ODQ (Slika 11).

n=60
I |
1. ASK
(n=20)
| la 2a 3a
ASK/FO KLO/FO CILO/FO
| 1b 2b 3b
ASK/BPC 157 KLO/BPC157 CILO/BPC157
| 1c 2C 3c
ASK/ODQ KLO/ODQ CILO/ODQ
| 1d 2d ] 3d
ASK/BPC157/0DQ KLO/BPC157/0DQ CILO/BPC157/0DQ

Slika 11. Podjela zivotinja na skupine i podskupine
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Antiagregacijski lijekovi (aspirin, klopidogrel, cilostazol) za skupine 1, 2 i 3 aplicirani
su nakon otapanja u fizioloskoj otopini, u dozi od 10 mg/kg, u volumenu od 1 ml, kroz tri
uzastopna dana, intragastricki pomocu sonde.

Fizioloska otopina (FO) za kontrolne podskupine a aplicirana je u koli¢ini od 1 ml, kroz
tri uzastopna dana, neposredno po primjeni antiagregacijskog lijeka, intragastri¢ki pomoc¢u
sonde.

BPC 157 je apliciran podskupinama b i d nakon otapanja u fizioloskoj otopini, u dozi
od 10 pg/kg, u volumenu od 1 ml, kroz tri uzastopna dana, neposredno po primjeni
antiagregacijskog lijeka, intragastri¢ki pomocu sonde.

ODQ je apliciran podskupinama ¢ i d u dozi od 10 mg/kg, u volumenu od 2 ml,
jednokratno, treéi dan terapije antiagregacijskim lijekovima, 30 minuta prije Zrtvovanja,

intraperitonealno pomocu igle od 28 G.

3.5. Uzorkovanje krvi

Zrtvovanje je izvrSeno 3. dan tretmana antiagregacijskim lijekovima, tri sata po

aplikaciji zadnje doze lijeka, a 30 minuta po aplikaciji ODQ-a za c i d podskupine.

Anestetici ketamin u dozi od 20 mg/kg i diazepam u dozi od 5 mg/kg primijenjeni su
intraperitonealno iglom od 28G. Po postizanju adekvatne dubine anestezije, pristupilo se
medijalnim rezom u medijastinum zivotinje i tada se, direktnom punkcijom iglom od 20 G

kroz desni atrij, iz donje Suplje vene uzorkovalo:

1. za agregometrijska mjerenja: 2,6 ml krvi u hirudinske epruvete
(konacna koncentracija hirudina 25 pg/ml, proizvoda¢ S-Monovete Sarsted), te
2. za rotacijsku tromboelastometriju: 1,8 ml krvi u citratne epruvete

(konacni omjer 3,8 % citrata i krvi 1:9, proizvoda¢ Vacuette GBO).
Epruvete su 5 puta lagano okrenute radi optimalnog mijesanja krvi i antikoagulansa, a nakon

toga odlozene na ravnu povrsinu, na sobnoj temperaturi. Mjerenja su izvrsena 30 minuta

nakon uzorkovanja.
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3.6. Mjerenja

3.6.1. Impendancijska agregometrija
Princip impendancijske agregometrije detaljnije je obraden u 1. poglavlju, a ovdje se
opisuje sam postupak s uzorkom krvi (Slika 12).
Iz uzorka pune krvi svake zivotinje (n = 60) skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) izvrSeni su
testovi procjene agregacije trombocita s 4 razli¢ita aktivatora.
Za svaki pojedini test je 300 pl krvi iz hirudinske epruvete razrijedeno s 300 ul 0.9% NaCl u
za to od proizvodaca uredaja predvidenim posudicama. Slijedila je inkubacija na 37°C u
trajanju od 180 s, nakon koje su u tako pripremljena Cetiri uzorka dodavani specifi¢ni
aktivatori agregacije:
1. u prvi uzorak ADP (20 pl, kona¢ne koncentracije 3,25 pM),
2. u drugi arahidonska kiselina (20 pl, kona¢ne koncentracije 0,25 mM),
3. u tre¢i arahidonska kiselina (20 pl, kona¢ne koncentracije 0,25 mM)
i PGE 1 (20 pl, konacne koncentracije 30 nM),
4. u cetvrti kolagen (20 pl, kona¢ne koncentracije 1,6 pg/ml).
Nakon 6 minuta mjerenja zabiljeZeni su povrsina ispod krivulje agregacije (AUC), najveca

visina (AGGQG) i brzina (VEL) agregacije.

3.6.2. Rotacijska tromboelastometrija
Princip tromboelastometrije detaljnije je obraden u 1. poglavlju dok se ovdje opisuje

sam postupak s uzorkom krvi (Slika 12).
Iz uzorka pune krvi svake zivotinje (n = 40) grupa 2 (KLO) i 3 (CILO) izvrSeni su testovi
procjene viskoelasti¢nih svojstva ugruska nastalog preko vanjskog, zatim preko unutarnjeg
puta zgrusavanja, te ugruska nastalog bez doprinosa trombocita.
Za svaki pojedini test je 300 pl krvi iz citratne epruvete prebaceno U za to od proizvodaca
uredaja predvidene posudice. Krv se najprije rekalcificirala s 20 pul CaCl2 (konaéne
koncentracije 0,2 mol/L) kako bi se ponistilo djelovanje 3,8% citrata iz epruvete, a zatim su se
u nju dodavali specifi¢ni aktivatori zgruSavanja:

1. u prvi uzorak tkivni faktor (20 pl),

2. u drugi elagi¢na kiselina (20 pl),

3. u treci tkivni faktor i citohalazin D (20ul + 20pl).
Nakon 60 minuta mjerenja zabiljeZzene su CT, CFT, ALFA kut, MCF, L130, ML vrijednosti.
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uzorak

Slika 12. Shematski prikaz izvrsenih mjerenja iz uzorka krvi svake od Zivotinja.
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3.7. Statisticka obrada

Podaci su prikazani tablicno i graficki. Kategorijske i nominalne vrijednosti su
prikazane kroz odgovarajuce frekvencije i udjele, dok su se kvantitativne vrijednosti prikazale
kroz medijane i interkvartilne raspone. Kolmogorov-Smirnovljevim testom analizirana je
raspodjela kvantitativnih podataka te su se shodno dobivenim podacima primijenili
odgovaraju¢i neparametrijski testovi. Usporedbe izmedu kvantitativnih vrijednosti analizirane
su Kruskal-Wallisovim testom, uz post hoc analizu Mann-Whitney U testom s
Bonferronijevom korekcijom kod ispitivanja razine razlika izmedu pojedinih podskupina.
Sve znacajne razlike graficki su prikazane Box i Whisker plotovima. Sve P vrijednosti manje

od 0,05 su smatrane znacajnima.

U analizi se koristila statisticka podrska StatsDirect statistical software

(http://www.statsdirect.com. England: StatsDirect Ltd. 2013) verzija 3.0.171.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati agregometrijskih mjerenja

Ispitivane su razlike u vrijednostima opce agregabilnosti (AUC), maksimalne
postignute visine agregacije (AGG) te brzine agregacije trombocita (VEL) medu
podskupinama nakon aktivacije s ADP-om, arahidonskom kiselinom (AA), arahidonskom
kiselinom u kombinaciji s PGE1 (AA-PGEL) i kolagenom (KOL).

Dobivene AUC vrijednosti izrazene su u jedinicama U (eng. unit, 1U= AU*min), AGG
vrijednosti izrazene su u arbitrarnim agregacijskim jedinicama AU (eng. aggregation unit), a
VEL vrijednosti u AU/min, te su prikazane u tablicama kao minimalna i maksimalna

vrijednost, 25. i 75. centila te medijan.

Post hock testiranjem Mann-Whitney testom s Boniferonijevom korekcijom odredivani
su pojedinacni odnosi medu podskupinama, te su one koje su pokazale znacajnu razlicitost

(P < 0,05) u odnosu na sve ostale prikazane u tablicama.

Da bismo utvrdili utjecaj BPC-a 157 na mjerene AUC, AGG, VEL vrijednosti
usporedivali smo podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos
kontrolne podskupine i one koja je primala BPC 157).

Za ispitivanje utjecaja inhibitora sGC-e ODQ-a na djelovanje BPC-a 157 usporedivali
smo podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos podskupine koja je

primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ).

Parovi a i b, te b i d unutar skupina koji su pokazali znacajnu medusobnu razli¢itost

podebljani su i istaknuti crvenom bojom u tablicama.
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Tablica 1. Razlike u AUC vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
agregacije trombocita ADP-om.
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Centile

25. Medijan  75.

5 52,00 61,00 54,50 57,00 60,50

5 47,00 80,00 55,50 66,00 77,50

4 5400 67,00 5525 62,00 66,50

1d (Ask/BPC/ODQ) 4 55,00 71,00 56,50 6550 70,75
2a (KLO/FO) 5 27,00 59,00 3200 39,00 52,00
2b (KLO/BPC) 5 54,00 79,00 56,00 61,00 70,00
5

5

5

5

5

5

Podskupine N Min Max

la (ASK/FO)
1b (ASK/BPC)
1c (ASK/ODQ)

ADP AUC
2C (KLO/ODQ) 15,00 36,00 15,50 24,00 31,50

2d (KLO/BPC/ODQ) 43,00 72,00 49,00 56,00 68,50
3a (CILO/FO) 64,00 71,00 65,00 66,00 70,50
3b (ciLo/BPC) 60,00 77,00 64,00 72,00 75,50
3C (CILO/ODQ) 48,00 69,00 49,50 52,00 61,50
3d (CILO/BPC/ODQ) 58,00 75,00 6050 6300 72,50

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 36,887
Korigirana vrijednost Ht 36,9445
Df 13
Razina znacajnosti P =0,000423

Tablica 2. Post hoc testiranje znacajnosti razlika izmedu podskupina obzirom na AUC
vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita ADP-om.
(za svaku podskupinu prikazane su sve zna¢ajno razlicite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

Podskupina n Prosje¢an rang
P <0,05
1a (ASK/FO) 5 25,2 (2c) (3a) (3b) (3d)
1b (ASK/BPC) 5 46,1 (2a) (2c) (3¢c)
1c (ASK/ODQ) 4 35,3 (2a) (2¢)
1d (Ask/BPC/ODQ) 4 42,0 (2a) (2¢) (3c)
2a (KLO/FO) 5 11,6 (1b) (1c) (1d) (2b) (2d) (3a) (3b) (3d)
2b (KLO/BPC) 5 35,5 (2a) (2c) (3h)
2¢ (KLO/ODQ) 5 3,3 (1a) (1b) (1c) (1d) (2b) (2d) (3a) (3b) (3c) (3d)
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 31,0 (2a) (2¢) (3a) (3b)
3a (CILO/FO) 5 50,3 (1a) (2a) (2c) (2d) (3c)
3b (cILo/BPC) 5 54,1 (1a) (2a) (2b) (2¢) (2d) (3c)
3c (CILO/ODQ) 5 22,1 (1b) (1d) (2c) (3a) (3b) (3d)
3d (ciLo/BPC/ODQ) 5 44,2 (1a) (2a) (2c) (3c)
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Slika 13. Razlike u AUC vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita ADP-om: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene AUC vrijednosti usporedivane su
podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Razlike u AUC vrijednostima nakon aktivacije trombocita ADP-om izmedu ispitivanih
podskupina prikazane su u Tablici 1 i 2, te na Slici 13. Znacajno vecée vrijednosti pronadene
su u podskupini 2b (KLO/BPC 157) u odnosu na podskupinu 2a (KLO/FO) (P = 0,028), sto
govori za oporavak opce agregacije kod klopidogrelom tretiranih Zivotinja nakon primjene
BPC-a 157.
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Tablica 3. Razlike u AGG vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
agregacije trombocita ADP-om.
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

. . Centile
Podskupine N  Min Max .
25. Medijan 75.
la (ASK/FO) 5 8210 9830 8510 88,50 94,15
1b (ASK/BPC) 5 7390 129,00 8495 104,30 123,40
1c (ASK/ODQ) 4 8850 102,00 89,53 96,20 101,45
1d (ask/BPC/ODQ) 4 8330 120,40 85,63 98,30 116,30
2a (KLO/FO) 5 57,00 8480 57,20 60,80 73,35
2b (KLO/BPC) 5 7840 11550 80,65 88,90 102,20
ADP AGG

2C (KLO/ODQ) 5 3560 6230 36,00 47,60 59,65
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 66,00 105,00 72,00 84,00 100,70
3a (CILO/FO) 5 10500 117,00 10595 106,90 115,50
3b (CILO/BPC) 5 96,40 12560 99,40 114,00 121,70
3c (CILO/ODQ) 5 6940 117,10 74,25 79,10 102,25
3d (ciLo/spc/obQ) 5 9340 120,00 94,15 103,10 117,95

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 40,5413
Korigirana vrijednost Ht 40,551
Df 13
Razina znacajnosti P =0,000113

Tablica 4. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
AGG vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita ADP-om.
(za svaku podskupinu prikazane su sve znacajno razli¢ite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

. . Znacajna razlika u odnosu na podskupinu
Podskupina n Prosjecan rang

P < 0,05
1a (ASK/FO) 5 27,9 (2a) (2¢) (3a) (3b) (3d)
1b (ASK/BPC) 5 45,7 (2a) (2c) (2d) (3c)
1c (ASK/ODQ) 4 36,8 (2a) (2¢)
1d (Ask/BPC/ODQ) 4 41,6 (2a) (2¢)
2a (KLO/FO) 5 9,5 (1a) (1b) (1c) (1d) (2b) (2d) (3a) (3b) (3d)
2b (KLO/BPC) 5 29,6 (2a) (2c) (3a) (3b) (3d)
2C (KLO/ODQ) 5 3.9 (1a) (1b) (1c) (1d) (2b) (2d) (3a) (3b) (3c) (3d)
2d (KLO/BPC/ODQ) 5 26,8 (1b) (2a) (2¢) (3a) (3b) (3d)
3a (CILO/FO) 5 54,8 (1a) (2a) (2b) (2c) (2d) (3c)
3b (cILo/BPC) 5 53,9 (1a) (2a) (2b) (2¢) (2d) (3c)
3c (CILO/ODQ) 5 25,4 (1b) (2c) (3a) (3b) (3d)
3d (ciLo/BPc/ioDQ) 5 48,2 (1a) (2a) (2b) (2¢) (2d) (3c)
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Slika 14. Razlike u AGG vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita ADP-om: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene AGG vrijednosti usporedivane su
podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ).

Tablice 3 i 4 te Slika 14 prikazuju razlike u AGG vrijednostima nakon aktivacije ADP-om
izmedu ispitivanih podskupina. Podskupina 2b (KLO/BPC 157) imala je znacajno vece
izmjerene AGG vrijednosti u odnosu na podskupinu 2a (KLO/FO) (P = 0,028), a to ukazuje
na povecanje maksimalno dosegnute visine agregacije nakon primjene BPC-a 157 kod

zivotinja tretiranih klopidogrelom.
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Tablica 5. Razlike u VEL vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
agregacije trombocita ADP-om.
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

. . Centile
Podskupine N Min Max .
25. Medijan  75.
la (ASK/FO) 5 19,70 2550 2085 2330 24,85
1b (ASK/BPC) 5 1620 2890 2035 28,10 28,85
1c (ASK/ODQ) 4 12,60 2640 14,73 23,05 26,05
1d (ask/BPC/ODQ) 4 19,10 2690 20,80 2590 26,65
2a (KLO/FO) 5 1620 2300 17,05 1890 21,75
2b (KLO/BPC) 5 2270 27,00 2280 2290 25,20
ADP VEL

2C (KLO/ODQ) 5 1320 2060 13,70 1820 19,45
2d (kLo/BPC/ODQ) 5 20,80 2590 2090 21,30 24,85
3a (CILO/FO) 5 2190 2950 2370 2560 28,60
3b (cILO/BPC) 5 2580 31,20 2635 27,00 29,20
3C (CILO/ODQ) 5 2000 2560 2105 2250 24,35
3d (ciLo/ePc/oDQ) 5 21,90 25,80 2240 23,90 2575

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 37,1902
Korigirana vrijednost Ht 37,2028
Df 13
Razina znadajnosti P =0,000385

Tablica 6. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na

VEL vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita ADP-om.
(za svaku podskupinu prikazane su sve znacajno razli¢ite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Podskupina n Prosjecan rang

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu
P <0,05

1a (ASK/FO)

1b (ASK/BPC)

1c (ASK/ODQ)
1d (ASK/BPC/ODQ)

30,1
46,9
27,8
41,4

(2¢) (3b)
(2a) (2¢) (2d) (3c)

(2¢) (32) (3b)

(22) (2¢)

2a (KLO/FO) 13,3
2b (KLO/BPC) 35,9

2d (KLO/BPC/ODQ) 27,9

(1b) (1d) (2b) (32) (3b) (3d)

(2a) (2c) (3b)
(12) (1b) (1c) (1d) (2b) (2d) (3a) (3b) (3c) (3d)

(1b) (2c) (3a) (3b)

3a (CILO/FO) 47,1
3b (cILO/BPC) 56,9
3cC (CILO/ODQ) 28,5

5
5
4
4
5
5
2C (KLO/ODQ) 5 7,1
5
5
5
5
3d (cILo/BPC/ODQ) 5 36,6

(1c) (2a) (2c) (2d) (3c)

(1a) (1c) (2a) (2b) (2c) (2d) (3c) (3d)
(1b) (2¢) (32)

(2a) (2¢)
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Slika 15. Razlike u VEL vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita ADP-om: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene AVEL vrijednosti usporedivane su
podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Razlike u ispitivanim VEL vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina prikazane su u
Tablici 5 1 6 te na Slici 15. Znacajno vece vrijednosti pronadene su u podskupini 2b
(KLO/BPC 157) u odnosu na podskupinu 2a (KLO/FO) (P = 0,047), sto kod ovih podskupina

ukazuje na povecanje brzine agregacije nakon aplikacije BPC-a 157.
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Tablica 7. Razlike u AUC vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
agregacije trombocita s AA.
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Centile

25. Medijan  75.

5 47,00 58,00 49,50 52,00 57,50

5 56,00 61,00 56,00 60,00 60,50

4 000 200 0,00 0,50 1,75

1d (Ask/BPC/ODQ) 4 2,00 39,00 5,00 22,00 36,75
2a (KLO/FO) 5 1,00 20,00 3,00 8,00 20,00
2b (KLO/BPC) 4 6,00 8000 1000 40,50 74,75
5

5

5

5

5

4

Podskupine N Min Max

1a (ASK/FO)
1b (ASK/BPC)
1c (ASK/ODQ)

AA AUC
0,00 200 0,00 0,00 1,50

0,00 6,00 0,00 0,00 3,00
51,00 67,00 52,00 55,00 62,50
60,00 78,00 63,00 73,00 76,00
48,00 58,00 4850 49,00 57,50
40,00 63,00 45,00 60,50 62,50

2¢ (KLO/ODQ)
2d (KLO/BPC/ODQ)
3a (CILO/FO)
3b (ciLo/BPC)
3cC (CILO/ODQ)
3d (CILO/BPC/ODQ)

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 52,6674
Korigirana vrijednost Ht 52,8938
Df 13
Razina znacajnosti P =0,000001

Tablica 8. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
AUC vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita s AA.
(za svaku podskupinu prikazane su sve znacajno razli¢ite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

. . Znacajna razlika u odnosu na podskupinu
Podskupina n Prosjecan rang

P < 0,05
1a (ASK/FO) 5 35,7 (1b) (1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b) (3d)
1b (ASK/BPC) 5 49,3 (1a) (1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b) (3c)
1c (ASK/ODQ) 4 8,8 (1a) (1b) (1d) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
1d (Ask/BPC/ODQ) 4 20,8 (1a) (1b) (1c) (2b) (2¢) (2d) (3a) (3b) (3c) (3d)
2a (KLO/FO) 5 17,8 (1a) (1b) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
2b (KLO/BPC) 4 39,0 (1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b)
2C (KLO/ODQ) 5 8,0 (1a) (1b) (1d) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
2d (KLO/BPC/ODQ) 5 7,5 (1a) (1b) (1d) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
3a (CILO/FO) 5 41,9 (1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b)
3b (cILo/BPC) 5 61,5 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3a) (3c)
3c (CILO/ODQ) 5 34,7 (1b) (1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b) (3d)
3d (ciLo/epc/ioDQ) 4 49,8 (1a) (Lc) (1d) (2a) (2c) (2d) (3c)
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Slika 16. Razlike u AUC vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
agregacije trombocita s AA: Box i Whisker plot.
Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene AUC vrijednosti usporedivane su
podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)
(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Tablice 7 i 8 te Slika 16 prikazuju razlike u AUC vrijednostima izmedu ispitivanih
podskupina nakon aktivacije s AA. Kad su se promatrali meduodnosi izmedu parova a i b,

podskupina 3b (CILO/BPC 157) je imala znacajno vece vrijednosti u odnosu na podskupinu
3a (CILO/FO) (P =0,028), sto govori za oporavak opce agregabilnosti nakon primjene BPC-a
157 kod zivotinja tretiranih cilostazolom. Podskupina 1d (ASK/BPC 157/0DQ) je imala
znacajno manje vrijednosti u odnosu na 1b (ASK/BPC 157) (P = 0,014), a podskupina 2d
(KLO/BPC 157/0DQ) u odnosu na 2b (KLO/BPC 157) (P = 0,015), ukazuju¢i na negativan
utjecaj ODQ-a na djelovanje BPC-a 157 kod Zivotinja tretiranih aspirinom i klopidogrelom na

ispitivani parametar.
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Tablica 9. Razlike u AGG vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
agregacije trombocita s AA.
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

. . Centile
Podskupine N Min Max .
25.  Medijan 75.
la (ASK/FO) 76,50 8550 77,45 81,00 84,75

1b (ASK/BPC)
1c (ASK/ODQ)

5

5 8550 104,60 88,90 93,80 100,10

4 0,00 6,40 0,85 4,70 6,30

1d (Ask/BPC/ODQ) 4 9,40 70,90 1850 57,05 70,25

2a (KLO/FO) 5 9,40 55,90 12,60 25,90 51,00

2b (KLO/BPC) 4 2400 109,00 31,60 67,15 101,73
5
5
5
5
5
4

AA AGG
2¢C (KLO/ODQ)

2d (KLO/BPC/ODQ)
3a (CILO/FO)
3b (cILo/BPC)
3C (CILO/ODQ)

3d (CILO/BPC/ODQ)

230 1950 2,85 4,90 18,40
0,00 3790 0,40 2,60 21,75
79,50 102,00 81,55 83,60 93,75
92,60 11550 98,80 110,60 115,30
71,30 84,00 71,45 81,40 83,80
7390 96,40 76,90 89,85 95,75

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 53,3919
Korigirana vrijednost Ht 53,4131
df 13
Razina znaéajnosti P = 0,000001

Tablica 10. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na

AGG vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita s AA.
(za svaku podskupinu prikazane su sve zna¢ajno razlicite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

. . Znacajna razlika u odnosu na podskupinu
Podskupina n Prosjecan rang

P <0,05
1a (ASK/FO) 5 37,1 (1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b)
1b (ASK/BPC) 5 54,6 (1c) (1d) (2a) (2b) (2¢) (2d) (3c)
1c (ASK/ODQ) 4 7,3 (1a) (1b) (1d) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
1d (Ask/BPC/ODQ) 4 20,4 (1a) (1b) (1c) (2b) (2d) (3a) (3b) (3c) (3d)
2a (KLO/FO) 5 17,7 (1a) (1b) (3a) (3b) (3c) (3d)
2b (KLO/BPC) 4 33,8 (1b) (1c) (2d) (2c) (2d) (3b) (3d)
2C (KLO/ODQ) 5 9,9 (1a) (1b) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
2d (KLO/BPC/ODQ) 5 7,5 (1a) (1b) (1d) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
3a (CILO/FO) 5 44,2 (1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b)
3b (CILO/BPC) 5 62,1 (1a) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3a) (3c) (3d)
3c (CILO/ODQ) 5 35,0 (1b) (1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b)
3d (ciLo/epc/ioDQ) 4 47,9 (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3b)
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Slika 17. Razlike u AGG vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita s AA: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene AGG vrijednosti usporedivane su
podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Razlike u AGG vrijednostima nakon aktivacije s AA izmedu ispitivanih podskupina
prikazane su u Tablici 9 i 10 te na Slici 17. Zabiljezene su znacajno vece vrijednosti U
podskupini 3b (CILO/BPC 157) u odnosu na podskupinu 3a (CILO/FO) (P = 0,016) iz ¢ega
zakljucujemo da je doslo do povecanja maksimalno postignute agregacije kod aspirinske i
cilostazolske skupine po aplikaciji BPC-a 157. Podskupina 1d (ASK/BPC 157/0DQ) je imala
znac¢ajno manje vrijednosti u odnosu na 1b (ASK/BPC 157) (P = 0,014), podskupina 2d
(KLO/BPC 157/0DQ) u odnosu na 2b (KLO/BPC 157) (P = 0,027), a podskupina 3d
(CILO/BPC 157/0DQ) u odnosu na 3b (CILO/BPC 157) (P = 0,047), dakle ODQ je

smanjivao djelovanje BPC-a 157 na ispitivani parametar u sve tri podskupine.
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Tablica 11. Razlike u VEL vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita s AA.

(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

. . Centile
Podskupine N Min Max .
25.  Medijan  75.
la (ASK/FO) 5 1390 22,30 17,00 20,20 22,00
1b (ASK/BPC) 5 2060 24,60 2095 2310 24,50
1c (ASK/ODQ) 4 0,00 3,30 0,63 2,85 3,28
1d (ask/BPCc/ODQ) 4 4,60 19,70 7,65 17,75 19,45
2a (KLO/FO) 5 800 2220 845 1240 19,00
2b (KLO/BPC) 4 13,10 32,80 16,25 27,75 32,05
AA VEL

2C (KLO/ODQ) 5 070 16,30 1,20 2,80 1540
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 0,00 19,60 0,10 2,10 10,90
3a (CILO/FO) 5 2080 27,10 21,25 22,30 25,40
3b (ciLo/BPC) 5 2530 28,20 25,40 25,90 27,70
3c (CILO/ODQ) 5 17,00 2520 1855 21,00 25,00
3d (ciLo/BPc/OoDQ) 4 16,40 23,00 16,98 20,75 22,95

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 46,1504
Korigirana vrijednost Ht 46,1562
df 13
Razina znacajnosti P =0,000013

Tablica 12. Post hoc testiranje znac¢ajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
VEL vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita s AA.
(za svaku podskupinu prikazane su sve zna¢ajno razlicite podskupine,
aispitivani ai b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Podskupina n Prosjecan rang

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu
P <0,05

33,5
45,4
7,6
22,4

la (ASK/FO)

1b (ASK/BPC)

1c (ASK/ODQ)
1d (ASK/BPC/ODQ)

(1c) (2b) (2c) (2d) (3b)
(1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b)

(1a) (1b) (1d) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)

(1b) (1c) (2b) (3a) (3b) (3c)

2a (KLO/FO) 20,8
2b (KLO/BPC) 51,5

2d (KLO/BPC/ODQ) 9,3

(3a) (3b) (3c)

(1a) (1c) (1d) (2c) (2d)

(1a) (1b) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
(1a) (1b) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)

3a (CILO/FO) 47,0
3b (cILO/BPC)
3cC (CILO/ODQ)

3d (CILO/BPC/ODQ)

40,1

5
5
4
4
5
4
2C (KLO/ODQ) 5 11,2
5
5
5
5
4 35,4

(1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b)

(1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b)
(1c) (2c) (2d) (3b)

60,1 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2¢) (2d) (3a) (3c) (3d)
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Slika 18. Razlike u VEL vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita s AA: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene VEL vrijednosti usporedivane su

podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Znacajno vece VEL vrijednosti nakon aktivacije s AA zabiljezene su u podskupini 3b
(CILO/BPC 157) u odnosu na 3a (CILO/FO) (P = 0,047), ukazujuéi na oporavak brzine
agregacije kod cilostazolske grupe nakon aplikacije BPC-a 157. Zna¢ajno manje vrijednosti
nadene su u podskupinama 1d (ASK/BPC 157/0DQ) u odnosu na 1b (ASK/BPC 157) (P =
0,014), 2d (KLO/BPC 157/0DQ) u odnosu na 2b (KLO/BPC 157) (P = 0,027), te 3d
(CILO/BPC 157/0DQ) u odnosu na 3b (CILO/BPC 157) (P = 0,014), $to zna¢i da ODQ
negativno utjece na djelovanje BPC-a 157 na ispitivani parametar u sve tri skupine zivotinja
(Tablica11i 12, Slika 18).
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Tablica 13. Razlike u AUC vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
agregacije trombocita s AA-PGE1.
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

. . Centile
Podskupine N Min Max .
25. Medijan  75.
1a (ASK/FO) 42,00 70,00 44,25 51,50 65,50
1b (ASK/BPC) 39,00 80,00 46,50 57,00 74,50
1c (ASK/ODQ) 0,00 13,00 0,75 4,00 11,00
1d (ASK/BPC/ODQ) 0,00 16,00 250 10,50 14,75
2a (KLO/FO) 0,00 43,00 0,00 20,00 33,50
2b (KLO/BPC) 52,00 4,00 8,00 33,50
AA-PGE1 AUC

2C (KLO/ODQ) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2d (KLO/BPC/ODQ)

0,00 200 0,00 0,00 1,50

3a (CILO/FO)

3b (ciLo/BPC)

3cC (CILO/ODQ)
3d (CILO/BPC/ODQ)

4
5
4
4
5
5 4,00
5
5
5
5
5
5

46,00 61,00 4950 56,00 60,00
57,00 69,00 6050 6500 67,50
23,00 6500 37,00 56,00 64,00
9,00 62,00 1700 3200 54,00

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 51,7066
Korigirana vrijednost Ht 52,0335
Df 13
Razina znacajnosti P =0,000001

Tablica 14. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
AUC vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita s AA-PGEL.

(za svaku podskupinu prikazane su sve znacajno razli¢ite podskupine,

aispitivani ai b, te b i d parovi unutar skupina obtisnuti su crvenom bojom)

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

Podskupina n Prosjecan rang 5 < GG
la (ASK/FO) 4 42,8 (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
1b (ASK/BPC) 5 48,8 (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3d)
1c (ASK/ODQ) 4 15,6 (1a) (1b) (3a) (3b) (3c) (3d)
1d (ask/BPC/ODQ) 4 18,6 (1a) (1b) (3a) (3b) (3c) (3d)
2a (KLO/FO) 5 20,0 (1a) (1b) (2c) (3a) (3b) (3c) (3d)
2b (KLO/BPC) 5 22,9 (1a) (1b) (2¢) (2d) (3a) (3b) (3c)
2¢ (KLO/ODQ) 5 6,5 (1a) (1b) (2a) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 9,3 (1a) (1b) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
3a (CILO/FO) 5 43,3 (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3b)
3b (CILO/BPC) 5 55,3 (Lc) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3a) (3d)
3c (CILO/ODQ) 5 43,1 (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3b)
3d (ciLo/Bpc/oDQ) 5 33,1 (1b) (1c) (1d) (2a) (2c) (2d) (3b)
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Slika 19. Razlike u AUC vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita s AA-PGE1: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene AUC vrijednosti usporedivane su

podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Tablice 13 i 14 te Slika 19 prikazuju razlike u AUC vrijednostima nakon aktivacije s AA-
PGE1 izmedu ispitivanih podskupina. Podskupina 3b (CILO/BPC 157) imala je znacajno
ve¢e vrijednosti u odnosu na podskupinu 3a (P = 0,028), sugeriraju¢i tako porast opce
agregacije u cilostazolskoj skupini nakon aplikacije BPC-a 157. Podskupina 1d (ASK/BPC
157/0DQ) imala je zna¢ajno manje vrijednosti U odnosu na podskupinu 1b (ASK/BPC 157)
(P = 0,014), podskupina 2d (KLO/BPC 157/0DQ) u odnosu na 2b (KLO/BPC 157) (P
0,008), te podskupina 3d (CILO/BPC 157/0DQ) u odnosu na 3b (CILO/BPC 157) (P

0,016), sto opet govori za negativan utjecaj ODQ-a na djelovanje BPC-a 157 u sve tri

skupine.
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Tablica 15. Razlike u AGG vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
agregacije trombocita s AA-PGE1.
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Centile

25. Medijan 75.

4 66,80 107,30 71,30 86,65 102,60

5 7430 12530 78,40 87,00 118,15

4 0,00 2440 235 14,25 23,08

1d (ask/BPC/ODQ) 4 0,00 4540 7,13 30,40 42,13
2a (KLO/FO) 5 000 619 1,30 32,30 53,45
2b (KLO/BPC) 5 710 7350 7,10 17,60 53,45
5

5

5

5

5

5

Podskupine N Min Max

la (ASK/FO)
1b (ASK/BPC)
1c (ASK/ODQ)

AA-PGE1 AGG
2¢C (KLO/ODQ) 0,00 1,90 0,00 0,00 0,95

2d (KLO/BPC/ODQ) 0,00 17,60 0,00 4,10 11,60
3a (CILO/FO) 81,80 94,90 81,80 89,60 93,20
3b (cILo/BPC) 88,90 114,00 91,35 104,30 111,95
3¢ (CILO/ODQ) 36,00 100,10 60,40 92,30 98,25
3d (CILO/BPC/ODQ) 28,90 88,90 42,00 62,30 88,90

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 52,2964
Korigirana vrijednost Ht 52,4387
Df 13
Razina znacajnosti P =0,000001

Tablica 16. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
AGG vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita s AA-PGE1.
(za svaku podskupinu prikazane su sve znacajno razli¢ite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

Podskupina n Prosjecan rang P <0.05
1a (AsK/FO) 4 43,4 (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
1b (Ask/BPC) 5 48,2 (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3d)
1c (Ask/oDQ) 4 15,0 (1a) (1b) (3a) (3b) (3c) (3d)
1d (AsK/BPC/ODQ) 4 194 (1a) (1b) (2c) (3a) (3b) (3c) (3d)
2a (KLO/FO) 5 19,3 (1a) (1b) (2¢) (3a) (3b) (3c) (3d)
2b (KLO/BPC) 5 20,9 (1a) (1b) (2c) (3a) (3b) (3c) (3d)
2¢ (KLO/ODQ) 5 6,0 (1a) (1b) (1d) (2a) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
2d (KLO/BPC/ODQ) 5 10,5 (1a) (1b) (3a) (3b) (3c) (3d)
3a (CILO/FO) 5 43,4 (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3b (CILO/BPC) 5 55,6 (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3d)
3¢ (CILO/ODQ) 5 44,2 (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3d (CILO/BPC/ODQ) 5 34,4 (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3b)
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Slika 20. Razlike u AGG vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita s AA-PGE1: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene AGG vrijednosti usporedivane su

podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Razlike u AGG vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina prikazane su u Tablici 15i 16 te

na Slici

20. Znacajno manje vrijednosti nadene su usporedbom podskupine 1d (ASK/BPC

157/0DQ) u odnosu na 1b (ASK/BPC 157) (P = 0,014) te 3d (CILO/BPC 157/0DQ) u

odnosu

djelovan

na 3b (CILO/BPC 157) (P = 0,015), sugeriraju¢i negativan utjecaj ODQ-a na

je BPC-a 157 na maksimalno postignutu visinu agregacije kod aspirinske i

cilostazolske skupine.

62



Tablica 17. Razlike u VEL vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita s AA-PGE1.

(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

. . Centile
Podskupine N Min Max .
25. Medijan  75.
la (ASK/FO) 4 1390 23,10 1548 20,85 22,70
1b (ASK/BPC) 5 2050 27,20 21,30 23,80 26,00
1c (ASK/ODQ) 4 000 7,70 0,63 4,00 7,15
1d (Ask/BPC/ODQ) 4 0,00 14,00 2,15 10,05 13,38
2a (KLO/FO) 5 000 2440 1,20 9,70 20,10
2b (KLO/BPC) 5 490 1890 4,90 6,00 18,60
AA-PGE1 VEL

2¢ (KLO/ODQ) 5 000 1,80 0,00 0,00 0,90
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 0,00 11,30 0,00 3,70 8,10
3a (CILO/FO) 5 12,60 23,00 16,55 21,00 22,65
3b (ciLo/BPC) 5 2320 29,00 24,20 25,80 27,90
3cC (CILO/ODQ) 5 830 2620 16,10 23,90 26,15
3d (ciLoBPc/oDQ) 5 10,30 2540 12,70 17,50 24,80

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 47,8778
Korigirana vrijednost Ht 48,0051
Df 13
Razina znacajnosti P =0,000007

Tablica 18. Post hoc testiranje znac¢ajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
VEL vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita s AA-PGEL.
(za svaku podskupinu prikazane su sve znacajno razli¢ite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Podskupina n Prosjecan rang

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu
P <0,05

36,5
47,7
13,3

la (ASK/FO)
1b (ASK/BPC)
1c (ASK/ODQ)
1d (ASK/BPC/ODQ) 19,9

(1c) (1d) (2c) (2d) (3b)
(1c) (1d) (2a) (2b) (2¢) (2d)
(1a) (1b) (3a) (3b) (3c) (3d)
(1a) (1b) (3a) (3b) (3c) (3d)

2a (KLO/FO) 24,0

2C (KLO/ODQ) 6,0
2d (KLO/BPC/ODQ) 12,4

(1b) (2c) (3b) (3c)

(2¢) (3a) (3b) (3¢) (3d)
(2a) (2b) (3a) (3b) (3¢) (3d)
(1a) (1b) (32) (3b) (3¢) (3d)

3a (CILO/FO) 37,5
3b (cILO/BPC) 55,6
3c (CILO/ODQ) 46,4

4
5
4
4
5
2b (KLO/BPC) 5 23,0
5
5
5
5
5
3d (ciLo/BPC/ODQ) 5 37,8

(1c) (1d) (2b) (2¢) (2d) (3b)
(1a) (Lc) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d) (3a) (3d)
(1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
(1c) (1d) (2b) (2c) (2d) (3b)
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Slika 21. Razlike u VEL vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita s AA-PGE1: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene VEL vrijednosti usporedivane su

podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Razlike u VEL vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije s AA-PGE1
prikazane su u Tablici 17 i 18 te na Slici 21. Znacajno vece vrijednosti pronadene su u
podskupini 3b (CILO/BPC 157) u odnosu na podskupinu 3a (CILO/FO) (P = 0,009), sto
govori za povecanje brzine agregacije kod cilostazolske skupine. Usporedbom su nadene
znac¢ajno manje vrijednosti u podskupini 1d (ASK/BPC 157/0DQ) u odnosu na 1b
(ASK/BPC 157) (P = 0,014), te u podskupini 3d (CILO/BPC 157/0DQ) u odnosu na 3b
(CILO/BPC 157) (P = 0,047), sto ukazuje na negativan utjecaj ODQ-a na djelovanje BPC-a

157 na ovaj parametar kod aspirinom i cilostazolom tretiranih Zivotinja.
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Tablica 19. Razlike u AUC vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita s kolagenom.

(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

. . Centile
Podskupine N Min Max .
25. Medijan  75.
1a (ASK/FO) 5 200 11,00 3,00 5,00 9,00
1b (ASK/BPC) 5 300 2000 350 6,00 14,50
1c (ASK/ODQ) 4 300 800 3,00 4,50 7,50
1d (Ask/BPCc/ODQ) 4 0,00 11,00 0,50 5,50 10,50
2a (KLO/FO) 5 3,00 6,00 3,00 4,00 5,50
2b (KLO/BPC) 5 600 11,00 6,50 7,00 9,50
KOL AUC

2C (KLO/ODQ) 5 3,00 10,00 5,00 8,00 10,00
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 3,00 9,00 4,50 7,00 9,00
3a (CILO/FO) 5 12,00 37,00 1950 27,00 32,00
3b (cILo/BPC) 5 1500 45,00 22,00 32,00 41,00
3c (CILO/ODQ) 5 12,00 26,00 13,00 19,00 24,00
3d (cio/BPc/obQ) 5 7,00 29,00 11,00 21,00 26,50

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 44,0928
Korigirana vrijednost Ht 44,2518
Df 13

P =0,000028

Razina znacajnosti

Tablica 20. Post hoc testiranje znac¢ajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
AUC vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita kolagenom.
(za svaku podskupinu prikazane su sve zna¢ajno razlicite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Podskupina n Prosjecan rang

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

P <0,05
1a (ASK/FO) 5 18,2 (3a) (3b) (3c) (3d)
1b (ASK/BPC) 5 24,0 (3a) (3b) (3c) (3d)
1c (ASK/ODQ) 4 15,1 (3a) (3b) (3c) (3d)
1d (Ask/BPC/ODQ) 4 18,6 (3a) (3b) (3c) (3d)
2a (KLO/FO) 5 11,7 (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
2b (KLO/BPC) 5 26,4 (2a) (3a) (3b) (3c) (3d)
2C (KLO/ODQ) 5 26,0 (3a) (3b) (3c) (3d)
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 22,7 (3a) (3b) (3c) (3d)
3a (CILO/FO) 5 55,0 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3b (cILo/BPC) 5 58,5 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3c (CILO/ODQ) 5 48,5 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3d (ciLo/Bpc/oDQ) 5 46,9 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2¢c) (2d)
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Slika 22. Razlike u AUC vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita kolagenom: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene AUC vrijednosti usporedivane su

podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Tablice 19 i 20 te Slika 22 prikazuju razlike u AUC vrijednostima izmedu ispitivanih
podskupina nakon aktivacije kolagenom. Podskupina 2b (KLO/BPC 157) imala je znacajno
veée AUC vrijednosti u odnosu na podskupinu 2a (KLO/FO) (P = 0,011). To ukazuje na

oporavak opce agregacije nakon aplikacije BPC-a 157 zivotinjama tretiranim klopidogrelom.
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Tablica 21. Razlike u AGG vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
agregacije trombocita kolagenom.
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Centile
25.  Medijan  75.
5 830 1950 8,45 10,50 16,70
5 830 3530 8,85 11,30 25,90
4 6,80 1390 6,80 9,20 13,33
1d (ask/BPC/ODQ) 4 3,00 1880 3,85 10,90 17,95
2a (KLO/FO) 5 710 1200 7,70 8,60 11,45
2b (KLO/BPC) 5 1160 19,90 11,80 12,00 16,90
5
5
5
5
5
5

Podskupine N Min Max

1a (ASK/FO)
1b (ASK/BPC)
1c (ASK/ODQ)

KOL AGG
7,10 17,30 10,30 14,60 16,70

790 16,10 9,75 13,90 15,20
21,40 61,10 32,45 44,60 53,25
25,10 72,00 36,00 52,50 66,40
21,00 4350 22,15 31,10 41,05
12,40 44,60 18,75 36,40 42,55

2C (KLO/ODQ)
2d (KLO/BPC/ODQ)

3a (CILO/FO)

3b (ciLo/BPC)

3cC (CILO/ODQ)
3d (CILO/BPC/ODQ)

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 43,5839
Korigirana vrijednost Ht 43,6149
Df 13
Razina znacajnosti P =0,000036

Tablica 22. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
AGG vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita kolagenom.
(za svaku podskupinu prikazane su sve znacajno razli¢ite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

Podskupina n Prosjecan rang 5 < GG
la (ASK/FO) 5 20,2 (3a) (3b) (3c) (3d)
1b (ASK/BPC) 5 24,8 (3a) (3b) (3c) (3d)
1c (ASK/ODQ) 4 13,1 (3a) (3b) (3c) (3d)
1d (Ask/BPC/ODQ) 4 18,1 (3a) (3b) (3c) (3d)
2a (KLO/FO) 5 12,4 (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
2b (KLO/BPC) 5 25,5 (2a) (3a) (3b) (3c) (3d)
2¢ (KLO/ODQ) 5 26,1 (3a) (3b) (3c) (3d)
2d (kLo/BPC/ODQ) 5 23,2 (3a) (3b) (3c) (3d)
3a (CILO/FO) 5 55,4 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3b (CILO/BPC) 5 58,5 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3¢ (CILO/ODQ) 5 48,5 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3d (ciLo/Bpc/oDQ) 5 46,4 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2¢c) (2d)
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Slika 23. Razlike u AGG vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita kolagenom: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene AGG vrijednosti usporedivane su
podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Razlike u AGG vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije trombocita
kolagenom prikazane su u Tablici 21 i 22 te na Slici 23. Znacajno vece vrijednosti pronadene
su u podskupini 2b (KLO/BPC 157) u odnosu na podskupinu 2a (KLO/FO) (P = 0,026), sto
govori za povecanje maksimalne postignute visine agregacije nakon aplikacije BPC-a 157 kod

skupine zivotinja koje su primale klopidogrel.
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Tablica 23. Razlike u VEL vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita kolagenom.

(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

) . Centile
Podskupine N  Min Max .
25.  Medijan  75.
1a (ASK/FO) 5 320 630 395 4,80 5,75
1b (ASK/BPC) 5 440 1290 4,80 5,40 9,20
1c (ASK/ODQ) 4 330 440 3,38 4,00 4,40
1d (Ask/BPC/ODQ) 4 2,40 6,40 2,58 4,25 6,15
2a (KLO/FO) 5 310 500 3,35 3,60 4,55
2b (KLO/BPC) 5 460 6,00 4,60 5,40 5,95
KOL VEL

2C (KLO/ODQ) 5 340 6,80 4,05 5,20 6,50
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 360 590 375 4,60 5,75
3a (CILO/FO) 5 520 1530 8,05 11,80 13,55
3b (ciLo/BPC) 5 750 2240 10,25 14,60 19,75
3cC (CILO/ODQ) 5 690 1290 7,50 8,10 11,60
3d (ciLo/BPc/oDQ) 5 3,80 14,30 5,80 11,70 13,25

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 39,4992
Korigirana vrijednost Ht 39,5481
Df 13
Razina znacajnosti P =0,000163

Tablica 24. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
VEL vrijednosti nakon aktivacije agregacije trombocita kolagenom.
(za svaku podskupinu prikazane su sve zna¢ajno razli¢ite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

Podskupina n Prosjecan rang 5 < i
la (ASK/FO) 5 22,6 (3a) (3b) (3c) (3d)
1b (ASK/BPC) 5 32,2 (1c) (2a) (3a) (3b) (3c)
1c (ASK/ODQ) 4 10,9 (1b) (3a) (3b) (3c) (3d)
1d (Ask/BPC/ODQ) 4 18,9 (3a) (3b) (3c) (3d)
2a (KLO/FO) 5 11,1 (1b) (2b) (3a) (3b) (3c) (3d)
2b (KLO/BPC) 5 28,0 (2a) (3a) (3b) (3c) (3d)
2¢ (KLO/ODQ) 5 26,9 (3a) (3b) (3c) (3d)
2d (kLo/BPC/ODQ) 5 21,7 (3a) (3b) (3c) (3d)
3a (CILO/FO) 5 49,8 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3b (CILO/BPC) 5 58,5 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3¢ (CILO/ODQ) 5 49,9 (1a) (1b) (1c) (1d) (2a) (2b) (2c) (2d)
3d (ciLo/Bpc/oDQ) 5 454 (1a) (Lc) (1d) (2a) (2b) (2¢) (2d)
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Slika 24. Razlike u VEL vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

agregacije trombocita kolagenom: Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene VEL vrijednosti usporedivane su

podskupine a i b unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine
i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 1 (ASK), 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Znacajno vece vrijednosti VEL parametara izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
kolagenom zabiljezene su u podskupini 2b (KLO/BPC 157) u odnosu na 2a (KLO/FO) (P =
0,027) (Tablica 23 i 24, Slika 24), sto nam govori za povecanje brzine agregacije nakon

aplikacije BPC-a 157 kod zivotinja tretiranih klopidogrelom.
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4.2. Rezultati tromboelastometrijskih mjerenja

Ispitivane su razlike medu podskupinama u vremenu do pocetka zgruSavanja (CT),
vremenu do postizanja amplitude od 20 mm (CFT), kinetici stvaranja ugruska (ALFA kut),
maksimalnoj postignutoj amplitudi ugruska (MCF), stupnju razgradnje ugruska nakon 30
minuta (L1 30) i maksimalnoj razgradnji ugruska (ML) nakon 60 minuta mjerenja po
aktivaciji vanjskog puta sustava koagulacije tkivnim faktorom, unutarnjeg puta elagi¢cnom
kiselinom, te razlike u maksimalnoj postignutoj amplitudi izoliranog fibrinskog ugruska
(MCF) nakon aktivacije sustava zgrusavanja bez doprinosa trombocita kombinacijom tkivnog

faktora i inhibitora trombocita citohalazinom D.

Vrijednosti CT i CFT prikazane su u sekundama, ALFA kut u stupnjevima, MCF
milimetrima, a LI 30 i ML u postocima.

Dobivene vrijednosti su prikazane u tablicama kao minimalna i maksimalna vrijednost,

25.175. centila te medijan.

Post hock testiranjem Mann-Whitney testom s Boniferonijevom korekcijom odredivani
su pojedinacni odnosi medu podskupinama, te su one koje su pokazale znacajnu razlicitost

(P < 0,05) u odnosu na sve ostale prikazane u tablicama.

Da bismo utvrdili utjecaj BPC-a 157 na mjerene vrijednosti, usporedivali smo
podskupine a i b unutar skupina 2 i 3 (odnos kontrolne podskupine i one koja je primala BPC
157).

Za ispitivanje utjecaja inhibitora sGC-e, ODQ-a, na djelovanje BPC-a 157 usporedivali
smo podskupine b i d unutar skupina 2 i 3 (odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one

koja je primala BPC 157 uz ODQ).

Parovi a i b, te b i d koji su pokazali znacajnu medusobnu razli¢itost podebljani su i

istaknuti crvenom bojom u tablicama.
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Tablica 25. Razlike u CT vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
vanjskog puta zgrusavanja tkivnim faktorom (EXTEM).
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Centile

25.  Medijan  75.
5 37,00 56,00 38,00 47,00 55,00
5 3400 5100 3450 3500 49,50
2¢C (KLO/ODQ) 5 37,00 46,00 37,50 45,00 46,00
2d (kLo/BPC/ODQ) 5 30,00 43,00 3450 40,00 43,00
3a (CILO/FO) 5 3900 7100 4000 5200 68,50

5

5

5

Podskupine N Min Max

2a (KLO/FO)
2b (KLO/BPC)

EXTEM CT

3b (cILo/BPC) 32,00 47,00 35,50 39,00 47,00
3c (CILO/ODQ) 39,00 55,00 39,00 51,00 54,50
3d (CILO/BPC/ODQ) 39,00 47,00 39,00 41,00 46,00

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 8,6314
Korigirana vrijednost Ht 8,6989
Df 9
Razina znacajnosti P =0,465520

Tablica 25 prikazuje razlike u ispitivanim vrijednostima EXTEM CT izmedu ispitivanih
podskupina. Nisu zabiljezene znacajne razlike u brzini pocetka zgrusavanja (CT) nakon

aktivacije TF-om preko vanjskog puta izmedu ispitivanih podskupina.
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vanjskog puta zgrusavanja tkivnim faktorom (EXTEM).

(prikazane kao min i max vrijednost,

medijan, 25. i 75. centila)

Tablica 26. Razlike u CFT vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

Centile
Podskupine N Min Max .
25.  Medijan  75.
2a (KLO/FO) 5 2200 3200 24,00 27,00 2950
2b (KLO/BPC) 5 2500 29,00 2550 26,00 2850
2C (KLO/ODQ) 5 2500 40,00 2550 28,00 39,50
2d (kLo/BPC/ODQ) 5 26,00 30,00 26,00 27,00 30,00
EXTEM CFT

3a (CILO/FO) 5 29,00 4500 29,00 30,00 38,00
3b (CILO/BPC) 5 3300 40,00 34,00 3600 39,00
3C (CILO/ODQ) 5 3300 4800 3500 43,00 4750
3d (clLo/BPc/ODQ) 5 29,00 40,00 29,50 31,00 36,50

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 26,6855
Korigirana vrijednost Ht 26,8238
Df 9
Razina znacajnosti P =0,001496

(EXTEM).

(za svaku podskupinu prikazane su sve zna¢ajno razlicite podskupine,
aispitivani ai b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

Podskupina n Prosjecan rang P <005

2a (KLO/FO) 5 11,3 (3a) (3b) (3c) (3d)

2b (KLO/BPC) 5 9,4 (3a) (3b) (3c) (3d)

2C (KLO/ODQ) 5 21,4 (3b) (3¢)
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 13,6 (3b) (3c) (3d)

3a (CILO/FO) 5 25,7 (2a) (2b) (3c)

3b (CILO/BPC) 5 35,9 (2a) (2b) (2¢) (2d)

3¢ (CILO/ODQ) 5 41,3 (2a) (2b) (2c) (2d) (3a) (3d)
3d (clLo/BPC/ODQ) 5 27,5 (2a) (2b) (2d) (3c)

Tablica 27. Post hoc testiranje znac¢ajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
CFT vrijednosti nakon aktivacije vanjskog puta zgrusavanja tkivnim faktorom
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Slika 25. Razlike u CFT vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

vanjskog puta zgrusavanja tkivnim faktorom (EXTEM): Box i Whisker plot.
Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene CFT vrijednosti usporedivane su
podskupine a i b unutar skupina 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine

i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Razlike u ispitivanim vrijednostima EXTEM CFT izmedu ispitivanih podskupina prikazane
su u Tablici 26 i 27 te na Slici 25. Nisu nadene znacajne razlike izmedu ispitivanih parova
podskupina a i b, kao ni b i d u vremenu do postizanja amplitude od 20 mm (CFT) nakon

aktivacije vanjskog puta zgrusavanja.
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Tablica 28. Razlike u ALFA vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
vanjskog puta zgruSavanja tkivnim faktorom (EXTEM).
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Centile

25.  Medijan  75.
5 71,00 86,00 7800 8500 8550
5 84,00 85,00 84,00 85,00 85,00
2¢C (KLO/ODQ) 5 82,00 85,00 8250 84,00 85,00
2d (kLo/BPC/ODQ) 5 84,00 85,00 84,00 84,00 85,00
3a (CILO/FO) 5 81,00 8500 8250 8400 85,00

5

5

5

Podskupine N Min Max

2a (KLO/FO)
2b (KLO/BPC)

EXTEM ALFA

3b (cILo/BPC) 82,00 83,00 82,00 83,00 83,00
3C (CILO/ODQ) 80,00 83,00 80,00 81,00 82,50
3d (CILO/BPC/ODQ) 82,00 84,00 82,50 84,00 84,00

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 21,7138
Korigirana vrijednost Ht 22,8538
Df 9
Razina znacajnosti P =0,006533

Tablica 29. Post hoc testiranje znac¢ajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
ALFA vrijednosti nakon aktivacije vanjskog puta zgrusavanja tkivnim faktorom
(EXTEM).

(za svaku podskupinu prikazane su sve znacajno razli¢ite podskupine,
aispitivani ai b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

Podskupina n Prosjecan rang P <005

2a (KLO/FO) 5 34,7 (3b) (3¢)

2b (KLO/BPC) 5 36,3 (3b) (3¢)

2C (KLO/ODQ) 5 27,5 (3¢c)
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 33,7 (3b) (3¢c)

3a (CILO/FO) 5 28,9 (3¢c)

3b (CILO/BPC) 5 13,8 (2a) (2b) (2d)

3¢ (CILO/ODQ) 5 7,1 (2a) (2b) (2c) (2d) (3d)
3d (ciLo/BpC/oDQ) 5 22,3 (3¢c)
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Slika 26. Razlike u ALFA vrijednostima izmedu ispitivanih skupina nakon aktivacije

vanjskog puta zgrusavanja tkivnim faktorom (EXTEM): Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene ALFA vrijednosti usporedivane su
podskupine a i b unutar skupina 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine

i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Razlike u EXTEM ALFA vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina prikazane su u Tablici

28 i 29 te na Slici 26. Nisu nadene znacajne razlike medu ispitivanim b i a, te d i b parovima

podskupina u kinetici formiranja ugruska (ALFA kut) nakon aktivacije vanjskog puta

zgrusavanja.
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vanjskog puta zgrusavanja tkivnim faktorom (EXTEM).

(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Tablica 30. Razlike u MCF vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

. . Centile
Podskupine N Min Max .
25.  Medijan  75.

2a (KLO/FO) 5 61,00 79,00 6750 77,00 79,00

2b (KLO/BPC) 5 7300 7900 7450 77,00 78,00
2C (KLO/ODQ) 5 7400 7800 7500 77,00 77,50
2d (KLO/BPC/ODQ) 5 72,00 77,00 7250 73,00 7650

EXTEM MCF

3a (CILO/FO) 5 70,00 8500 7400 7900 84,50
3b (cILo/BPC) 5 71,00 74,00 71,00 73,00 74,00
3c (CILO/ODQ) 5 68,00 74,00 68,50 73,00 74,00
3d (ciLo/BPCc/ODQ) 5 69,00 76,00 70,00 72,00 75,00

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 19,1942
Korigirana vrijednost Ht 19,4604
Df 9
Razina znacajnosti P =0,021551

Tablica 31. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na

MCEF vrijednosti nakon aktivacije vanjskog puta zgruSavanja tkivnim faktorom

(EXTEM).

(za svaku podskupinu prikazane su sve zna¢ajno razlicite podskupine,

a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

Podskupina n Prosjecan rang P <005

2a (KLO/FO) 5 30,2 (3¢c)

2b (KLO/BPC) 5 33,0 (2¢) (3c¢) (3d)

2C (KLO/ODQ) 5 33,9 (2b) (3c) (3d)
2d (kLo/Bpc/oDQ) 5 22,4

3a (CILO/FO) 5 37,3 (3c) (3d)

3b (CILO/BPC) 5 16,5 (2b) (2¢)

3C (CILO/ODQ) 5 14,3 (2a) (2b) (2c) (3a)
3d (ciLo/Bpc/oDQ) 5 15,9 (2b) (2c) (3a)
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Slika 27. Razlike u MCF vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

vanjskog puta zgruavanja tkivnim faktorom (EXTEM): Box i Whisker plot.
Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene MCF vrijednosti usporedivane su
podskupine a i b unutar skupina 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine

i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Tablice 30 i 31 te Slika 27 prikazuju razlike u EXTEM MCF vrijednostima izmedu ispitivanih
podskupina. Nije bilo znacajnih razlika u maksimalnoj postignutoj amplitudi (MCF) nakon
aktivacije vanjskog puta TF-om izmedu parova b i a, te d i b obzirom na ispitivane

podskupine.
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Tablica 32. Razlike u CT vrijednostim izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
unutarnjeg puta zgruSavanja elagi¢cnom Kiselinom (INTEM).
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Centile

25. Medijan 75.
5 66,00 11500 69,50 79,00 112,50
5 43,00 83,00 5500 67,00 79,00
2C (KLO/ODQ) 4 66,00 86,00 6650 71,00 83,00
2d (kLo/BPCc/ODQ) 5 53,00 77,00 60,00 67,00 75,50
3a (CILO/FO) 5 7500 108,00 8250 97,00 104,50

5

4

5

Podskupine N  Min Max

2a (KLO/FO)
2b (KLO/BPC)

INTEM CT

3b (CILO/BPC) 30,00 109,00 50,00 72,00 103,00
3c (CILO/ODQ) 85,00 100,00 86,25 95,00 100,00
3d (cILo/BPC/ODQ) 77,00 97,00 80,00 87,00 93,50

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 16,8331
Korigirana vrijednost Ht 16,8779
Df 9
Razina znacajnosti P =0,049

Tablica 33. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na

CT vrijednosti nakon aktivacije unutranjeg puta zgruSavanja elagiénom
kiselinom (INTEM).

(za svaku podskupinu prikazane su sve zna¢ajno razli¢ite podskupine,
aispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

Podskupina n Prosjecan rang P <005
2a (KLO/FO) 5 26,6
2b (KLO/BPC) 5 12,2 (3a) (3c¢) (3d)
2C (KLO/ODQ) 4 14,8 (3a) (3c)
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 11,4 (3a) (3c) (3d)
3a (CILO/FO) 5 33,1 (2b) (2c) (2d)
3b (c1LO/BPC) 5 20,9
3¢ (CILO/ODQ) 4 32,9 (2b) (2c) (2d)
3d (ciLo/Bpc/oDQ) 5 27,9 (2b) (2d)
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Slika 28. Razlike u CT vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

unutarnjeg puta zgrusavanja elagi¢nom kiselinom (INTEM): Box i Whisker plot.
Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene CT vrijednosti usporedivane su

podskupine a i b unutar skupina 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine

i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Tablica 32 i 33 te Slika 28 prikazuju razlike u INTEM CT vrijednostima izmedu ispitivanih

podskupina. Nije bilo znacajnih razlika u brzini pocetka zgrusavanja (CT) nakon aktivacije

unutarnjeg puta elagi¢nom kiselinom izmedu parova podskupinabia,te dib.
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Tablica 34. Razlike u CFT vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
unutarnjeg puta zgrusavanja elagi¢cnom Kiselinom (INTEM).
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Centile

25. Medijan  75.
5 22,00 3900 2250 3300 38,00
5 19,00 3800 1950 2300 32,50
2¢C (KLO/ODQ) 4 20,00 23,00 20,25 21,00 22,50
2d (kLo/sPCc/ODQ) 5 19,00 50,00 20,00 26,00 40,50
3a (CILO/FO) 5 21,00 57,00 2150 23,00 40,50

5

4

5

Podskupine N Min Max

2a (KLO/FO)
2b (KLO/BPC)

INTEM CFT

3b (cILo/BPC) 24,00 61,00 24,50 26,00 44,50
3C (CILO/ODQ) 27,00 33,00 27,00 28,00 32,00
3d (CILO/BPC/ODQ) 22,00 28,00 2250 25,00 26,50

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 13,0981
Korigirana vrijednost Ht 13,1647
Df 9
Razina znaéajnosti P =0,155293

Tablica 34 prikazuje razlike u INTEM CFT vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina.
Nisu zabiljeZene znacajne razlike izmedu ispitivanih parova podskupina b i a, te d i b u
vremenu do postizanja amplitude od 20 mm (CFT) nakon aktivacije unutarnjeg puta

zgrusavanja.
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Tablica 35. Razlike u ALFA vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
unutarnjeg puta zgruSavanja elagi¢cnom Kiselinom (INTEM).
(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Centile

25.  Medijan  75.
5 8300 8600 8350 84,00 86,00
5 84,00 86,00 84,50 86,00 86,00
2¢C (KLO/ODQ) 4 86,00 86,00 86,00 86,00 86,00
2d (kLo/BPC/ODQ) 5 81,00 86,00 8300 8500 86,00
3a (CILO/FO) 5 7800 86,00 8200 8600 86,00

5

4

5

Podskupine N Min Max

2a (KLO/FO)
2b (KLO/BPC)

INTEM ALFA

3b (cILO/BPC) 81,00 85,00 82,50 85,00 85,00
3c (CILO/ODQ) 84,00 85,00 84,00 84,00 84,75
3d (CILO/BPC/ODQ) 84,00 86,00 84,50 85,00 85,50

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 13,5175
Korigirana vrijednost Ht 14,8924
Df 9
Razina znacajnosti P =0,093935

Tablica 35 prikazuje razlike u ispitivanim INTEM ALFA vrijednostima izmedu ispitivanih
podskupina nakon aktivacije elagi¢nom kiselinom. Nisu zabiljezene znacajne razlike izmedu
ispitivanih parova podskupina b i a, te d i b u kinetici stvaranja ugruska (ALFA kut) po

unutarnjem putu.
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unutranjeg puta zgruSavanja elagi¢cnom Kiselinom (INTEM).

(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Tablica 36. Razlike u MCF vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije

. . Centile
Podskupine N Min Max .
25.  Medijan  75.
2a (KLO/FO) 5 77,00 8200 7850 81,00 82,00
2b (KLO/BPC) 5 76,00 82,00 79,00 82,00 82,00
2C (KLO/ODQ) 4 82,00 83,00 82,00 82,00 82,75
2d (kLo/BPCc/ODQ) 5 65,00 83,00 72,00 79,00 82,50
INTEM MCF

3a (CILO/FO) 5 69,00 87,00 74,50 83,00 85,50
3b (cILo/BPC) 5 74,00 8000 7500 77,00 79,00
3c (CILO/ODQ) 4 71,00 78,00 71,75 76,00 78,00
3d (clLo/epc/oDQ) 5 76,00 80,00 7650 79,00 79,50

Kruskal-Wallis test

Vrijednost

Korigirana vrijednost Ht

Df

Razina znac¢ajnosti

P =0,033414

Tablica 37. Post hoc testiranje znacajnosti pojedinih razlika izmedu podskupina obzirom na
MCEF vrijednosti nakon aktivacije unutarnjeg puta zgrusavanja elagicnom

kiselinom (INTEM).

(za svaku podskupinu prikazane su sve znacajno razli¢ite podskupine,
a ispitivani a i b, te b i d parovi unutar skupina otisnuti su crvenom bojom)

Znacajna razlika u odnosu na podskupinu

Podskupina n Prosjecan rang P <005

2a (KLO/FO) 5 28,2 (3¢c)

2b (KLO/BPC) 5 30,7 (3b) (3¢)

2¢ (KLO/ODQ) 4 37,8 (3b) (3c) (3d)
2d (KLo/Bpc/oDQ) 5 24,8

3a (CILO/FO) 5 32,5

3b (cILo/BPC) 5 14,3 (2b) (2¢)

3¢ (CILO/ODQ) 4 10,6 (2a) (2b) (2¢)
3d (ciLo/Bpc/oDQ) 5 18,6 (2¢)
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Slika 29. Razlike u MCF vrijednostima izmedu podskupina nakon aktivacije unutarnjeg puta

zgruSavanja elagi¢nom kiselinom (INTEM): Box i Whisker plot.

Za ispitivanje utjecaja BPC-a 157 na mjerene MCF vrijednosti usporedivane su
podskupine a i b unutar skupina 2 (KLO) i 3 (CILO) (odnos kontrolne podskupine

i one koja je primala BPC 157). Za ispitivanje utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC-a 157
usporedivane su podskupine b i d unutar skupina 2 (KLO) i 3 (CILO)

(odnos podskupine koja je primala BPC 157 i one koja je primala BPC 157 uz ODQ)

Razlike u ispitivanim vrijednostima INTEM MCF izmedu podskupina prikazane su u Tablici

36 i 37 te na Slici 29. Nije bilo znacajnih razlika u maksimalno dosegnutoj amplitudi (MCF)

ugruska nakon aktivacije unutarnjeg puta izmedu parova podskupinabia,tedib.
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Tablica 38. Razlike u MCF vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina nakon aktivacije
vanjskog puta zgruSavanja tkivnim faktorom uz inaktivaciju trombocita
citohalazinom D (FIBTEM).

(prikazane kao min i max vrijednost, medijan, 25. i 75. centila)

Centile

25. Medijan  75.
5 8,00 18,00 8,00 17,00 18,00
5 15,00 24,00 15,00 16,00 21,00
2¢C (KLO/ODQ) 5 11,00 16,00 11,00 15,00 16,00
2d (KLo/BPC/ODQ) 5 8,00 17,00 9,50 15,00 16,75
3a (CILO/FO) 5 18,00 33,00 19,00 26,50 32,50

5

5

5

Podskupine N Min Max

2a (KLO/FO)
2b (KLO/BPC)

FIBTEM MCF

12,00 19,00 12,25 13,00 17,50
15,00 18,00 15,00 16,50 18,00
16,00 28,00 16,00 21,00 28,00

3b (ciLo/BPC)
3cC (CILO/ODQ)
3d (CILO/BPC/ODQ)

Kruskal-Wallis test

Vrijednost 12,5455
Korigirana vrijednost Ht 12,6464
Df 9
Razina znacajnosti P =0,179268

Tablica 38 prikazuje razlike u FIBTEM MFC vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina.
Nisu zabiljeZene znacajne razlike u maksimalno dosegnutoj amplitudi (MCF) izoliranog
fibrinskog ugruska izmedu ispitivanih parova podskupina b i a, te d i b nakon aktivacije

koagulacije bez doprinosa trombocita.



Tablica 39. Zbirna tablica svih statisticki znacajno razli¢itih b 1 @ parova unutar grupa 1, 2 i 3 dobivenih agregometrijskih mjerenjima nakon

aktivacije s ADP, AA, AA-PGEL1 i kolagenom za procjenu djelovanja BPC 157

ADP AA AA/PGE1 KOL
AUC AGG VEL AUC AGG VEL AUC AGG VEL AUC AGG VEL
1. ASK bvsa 1bvs la
2. KLO bvsa | 2bvs2a | 2bvs2a | 2bvs?2a 2b vs 2a 2bvs?2a | 2bvs?2a | 2bvs 2a
3.CILO| buvsa 3bvs3a | 3bvs3a | 3bvs3a | 3bvs3a | 3bvs3a | 3bvs3a
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Tablica 40. Zbirna tablica svih statisticki znacajno razli¢itih d i b parova unutar grupa 1, 2 i 3 dobivenih agregometrijskim mjerenjima nakon

aktivacije s ADP, AA, AA-PGEL1 i kolagenom za procjenu utjecaja ODQ-a na djelovanje BPC 157

ADP AA AA/PGE1 KOL
AUC AGG VEL AUC AGG VEL AUC AGG VEL AUC AGG VEL
1.ASK | dvsb 1dvs1b [ 1dvs1lb | 1dvs1b | 1dvs1b | 1dvs1b | 1dvs1b
2.KLO | dvsb 2dvs2b | 2dvs2b | 2d vs 2b | 2d vs 2b
3.CILO| dvsb 3dvs3b | 3dvs3b | 3dvs3b | 3dvs3b | 3dvs3b
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da BPC 157 oporavlja inhibiranu agregabilnost
trombocita te da nema utjecaj na viskoelasti¢na svojstva krvnog ugruska u Stakora tretiranih

aspirinom, klopidogrelom i cilostazolom.

Temeljem rezultata dobivenih u istrazivanju Hrelec i suradnika iz 2009. godine
dokazano je da BPC 157 sprjeCava nastanak okluzivnog tromba i ubrzava razgradnju veé
postojeceg ugruska nakon formiranja termino-terminalne anastomoze abdominalne aorte u
Stakora. S druge strane, prema podacima objavljenim od Stupnisek i suradnika iz 2012.
godine, BPC 157 smanjuje vrijeme Kkrvarenja u stakora tretiranih aspirinom, heparinom i
varfarinom, smanjuje pojavnost trombocitopenije nakon amputacije repa zivotinje, ali nema
utjecaja na druge laboratorijske parametre koje uobiCajeno koristimo za procjenu
koagulacijskog sustava (protrombinsko vrijeme, aktivirano protrombinsko vrijeme,
fibrinogen, anti Xa). Takoder, nema utjecaja na vrijeme krvarenja u zivotinja netretiranih
antikoagulancijama i aspirinom. lako su oba navedena istrazivanja dokazala utjecaj BPC-a
157 na koagulacijski sustav u eksperimentima provedenim in vivo, Stupnisek nije dobila
statisticki znaCajnu razliku, osim smanjene incidencije trombocitopenije, u vrijednostima

laboratorijskih parametara koagulacije.

Ovi zanimljivi i naizgled kontradiktorni rezultati prirodno su nametnuli potrebu za
odredivanjem djelovanja BPC 157 na agregaciju trombocita i viskoelasti¢na svojstva krvnog
ugruska s ciljem utvrdivanja djeluje li BPC 157 proagregacijski ili antiagregacijski na
trombocite, te ostvaruje li svoj fibrinoliticki utjecaj moduliraju¢i djelovanje endotela ili pak

ima i direktno djelovanje na krvne sastavnice koagulacijskog sustava.

Da bismo dobili odgovor na ova pitanja koristili smo dvije ex vivo in vitro metode,
impendancijsku agregometriju i rotacijsku tromboelastometriju, ¢ime je iskljucen eventualni

utjecaj endotela na provedena mjerenja.

Laboratorijske metode koriStene u prijaSnjim istrazivanjima, kao §to su aPTV i PV
(Stupnisek i sur., 2012.), vrijednosti koagulacijskih parametara odreduju iz plazme, dakle
odvojeno od stani¢nih elemenata. Metode odabrane za ovaj pokus koriste uzorak pune krvi,

Sto znaci da priprema ne zahtijeva centrifugiranje niti bilo kakvu drugu manipulaciju uzorkom
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te na taj nacin smanjuju moguénost lazne ekscitacije ili iscrpljivanja elemenata
fizioloskim, s nesmetanom mogucénoS¢u interakcije trombocita, eritrocita, leukocita s
faktorima koagulacije, $to daje realnije rezultate posebno obzirom na danas prihvacenu teoriju

stani¢énog modela koagulacije (Smith i sur., 2009.).

Analizom neobjavljenih rezultata prija$njih internih pokusa u nasem laboratoriju,
provedenih  radi  odredivanja  referentnih  vrijednosti za  agregometrijska i
tromboelastometrijska mjerenja, nismo uspjeli dokazati bilo kakvo djelovanje BPC-a 157 na
agregabilnost trombocita ili viskoelasti¢na svojstva krvnog ugruska u zdravih, netretiranih

Stakora.

Temeljem rezultata brojnih dosadasnjih istrazivanja gdje je BPC 157 uvijek ponovno
pokazivao blagotvorno djelovanje u uvjetima poremecene ravnoteze brojnih sustava, ali bez
utjecaja kada tog odmaka nema, odluéili smo ispitati njegovo djelovanje u uvjetima

agregacije inhibirane antitromboticima.

Inhibicija trombocita se moze posti¢i djelovanjem prije razine receptora trombocita,
zatim blokiranjem funkcije samih membranskih receptora ili djelovanjem na intracelularne
trombocitne signalne puteve. Za ovaj pokus odabrali smo antiagregacijske lijekove koji su
svaki predstavnik jedne skupine: aspirin (inhibitor stvaranja aktivnog agonista TXA2 koji
utjecaj na inhibiciju ostvaruje prije razine receptora), klopidogrel (direktni blokator P2Y12
receptora, inhibicija na razini receptora) i cilostazol (inhibitor PDE Il s inhibicijom na razini

unutarstani¢nih signalnih puteva).

Da bismo ispitali utjecaj BPC-a 157 na inhibiranost agregacije kod zivotinja tretiranih
razli¢itim antitromboticima (aspirin inhibira agregaciju po aktivaciji s AA, klopidogrel s
ADP-om, cilostazol s AA/PGEL1) te eventualnu ukljucenost razlicitih signalnih puteva unutar
trombocita, za aktivaciju agregacije Kkoristili smo cetiri agonista razli¢itih mehanizma
djelovanja: ADP (direktni topljivi agonist P2Y12 i P2Y1 receptora koji su vezani uz Gi i Gq
signalne putove), arahidonsku Kiselinu (pospjeSuje stvaranje TXAZ2, topljivog agonista TP
receptora koji su vezani uz G12/13 i Gq signalne putove), kombinaciju arahidonske kiseline i
PGE1 (direktni agonist IP receptora vezanih uz Gs signalni put), te kolagen (direktni
adhezivni agonist GP VI receptora vezanih uz ITAM signalni put) (Li i sur., 2010.).
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Radi pokusaja diferencijacije eventualno razli¢itog djelovanja BPC 157 na razlicite
putove koagulacije, viskoelasti¢na svojstva krvnog ugruska su se mjerila metodom rotacijske
tromboelastometrije po aktivaciji vanjskog puta zgruSavanja tkivnim faktorom, unutarnjeg
puta zgruSavanja elagicnom kiselinom, te bez doprinosa trombocita nakon djelovanja

citohalazina D (Franz i sur., 2008.).

Dodatno, Zele¢i ispitati eventualnu uklju¢enost NO sustava u djelovanje BPC 157,
koristili smo selektivni inhibitor sGC, ODQ.

Vrijednosti dobivene pokusima analizirali smo usporeduju¢i vrijednosti izmedu
podskupina a i b (da bismo odredili utjecaj BPC 157 na ispitivani parametar) (Tablica 39) te
vrijednosti izmedu podskupina b i d (da bismo odredili utjecaj ODQ-a na djelovanje BPC
157) (Tablica 40) unutar svake skupine zasebno.

Analizom dobivenih rezultata nismo uspjeli potvrditi nasu hipotezu. Usporedbom
rezultata navedenih parova podskupina ai b, te b i d BPC 157 je uvijek oporavljao inhibiranu
agregaciju, sa statistickom znacajno$¢u kod Zivotinja tretiranih aspirinom nakon aktivacije
arahidonskom kiselinom po vrijednostima opceg pokazatelja agregabilnosti (AUC). Kod
Zivotinja tretiranih klopidogrelom utvrdili smo da BPC 157 uzrokuje statisticki znacajan
oporavak inhibirane agregacije nakon aktivacije ADP-om po vrijednostima opéeg pokazatelja
agregabilnosti (AUC), maksimalnoj postignutoj visini agregacije (AGG) i brzini agregacije
(VEL), a nakon aktivacije arahidonskom kiselinom i kolagenom po brzini agregacije (VEL).
U skupini zivotinja tretiranih cilostazolom BPC 157 je uzrokovao oporavak agregacije nakon
aktivacije arahidonskom kiselinom po vrijednostima opéeg pokazatelja agregabilnosti (AUC),
maksimalnoj postignutoj visini agregacije (AGG) i brzini agregacije (VEL), a isti su
parametri oporavljeni i nakon aktivacije kombinacijom AA/PGE1 (Tablica 39). Na temelju
ovakve disperzije rezultata ne mozemo =zakljuéiti da BPC 157 djeluje specificno na
agregabilnost trombocita djelujuci preko odredenog receptora, agonista ili signalnog puta, ve¢
je on svoj utjecaj ostvarivao nespecificno, u Zivotinja tretiranih svim antiagregacijskim

lijekovima i po aktivaciji svim agonistima.

ODQ je smanjivao utjecaj BPC-a 157 na oporavak agregacije, sa Statistickom

znacajnoS¢u kod aspirinske skupine nakon aktivacije s arahidonskom kiselinom i
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kombinacijom AA/PGEl1 po vrijednostima opéeg pokazatelja agregabilnosti (AUC),
maksimalnoj postignutoj visini agregacije (AGG) i brzini agregacije (VEL). Kod Zivotinja
tretiranih  klopidogrelom ODQ je isti ucinak pokazao nakon aktivacije arahidonskom
kiselinom po vrijednostima opéeg pokazatelja agregabilnosti (AUC), maksimalnoj postignutoj
visini agregacije (AGG) i brzini agregacije (VEL), nakon aktivacije s AA/PGEl po
vrijednostima opéeg pokazatelja agregabilnosti (AUC). U skupini zivotinja tretiranih
cilostazolom ODQ je smanjio uc¢inak BPC-a 157 na oporavak agregacije nakon aktivacije
arahidonskom kiselinom po maksimalnoj postignutoj visini agregacije (AGG) i brzini
agregacije (VEL), a nakon aktivacije s AA/PGEl po vrijednostima opceg pokazatelja
agregabilnosti (AUC), maksimalnoj postignutoj visini agregacije (AGG) i brzini agregacije
(VEL) (Tablica 40). Temeljem prijasnjih istrazivanja (Li i sur., 2010.) o¢ekivali smo da ¢e
ODQ u dozi od 10 mg/kg zbog svog inhibitornog djelovanja na sGC i time smanjivanja
stvaranja cGMP-a, povecati agregabilnost trombocita U svim podskupinama ¢
(antiagregacijski lijek + ODQ) (Soni i sur., 2011.). Medutim, u nasem pokusu on je dovodio
do smanjivanja vrijednosti svih parametara u agregometrijskim mjerenjima. Moguce je da je
ovakav ishod mjerenja posljedica nekog opéeg nepovoljnog djelovanja ODQ-a na Stakore u
naSem modelu koji smo primjetili kod svih Zivotinja po intraperitonealnoj aplikaciji ODQ-a, a
koje se onda odrazilo i na djelovanje BPC-a 157 u kombinaciji s njim u podskupinama d
(BPC 157 + ODQ). Naime, sve bi se Zivotinje ubrzo po aplikaciji ODQ-a doimale losijeg
opéeg stanja (vrlo mirne/letargi¢ne, brzog i plieg disanja, uz prisutnu krv u mokraéi,

pojacanog Krvarenja prilikom pristupa u medijastinum).

Rezultati dobiveni tromboelastometrijom krvnog ugruSka govore da BPC 157 nema
statisticki vaznog utjecaja niti na jedan od parametara (CT, CFT, ALFA kut, MCF, LI130, ML)
nakon 60 minuta mjerenja, dakle u vremenskom rasponu koji smo ovom metodom bili u
prilici istraziti. Mogu¢i razlog za ovakav ishod istrazivanja utjecaja BPC-a 157 na
viskoelasti¢na svojstva krvnog ugruska mozemo nac¢i u ¢injenici da je sama metoda slabo
osjetljiva na djelovanje antitrombocitnih lijekova. S druge strane, moguce je da se ubrzana
fibrinoliza koju smo ocekivali dokazati kod Zivotinja tretiranih BPC-om 157 dogada izvan
vremena koje smo mi mogli ispitati (izvan intervala od 60 minuta od pocetka zgruSavanja), ali
i da je razgradnja krvnog ugruska koju je opisala Hrelec zapravo rezultat pojacane

fibrinoliticke funkcije endotela, a ne samih krvnih sastavnica koagulacijskog sustava.
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Svaki od tri odabrana antiagregacijska lijeka zapocinje svoje inhibicijsko djelovanje
drugacijim putem, ali ono §to svi imaju zajednicko jest utjecaj na NO/cGMP/cAMP osovinu,
tj. svi u konacnici dovode do povecanja koncentracije cGMP-a i CAMP-a. Naime, aspirin i
klopidogrel pojacavaju sintezu NO djelujuci direkno na NOS III (Chakraborty i sur., 2003.; O'
Kane i sur., 2009.; Arrebola i sur., 2004.), a cilostazol inhibirajuéi fosfodiesterazu III podize
koncentraciju cCAMP-a (Geng i sur., 2012.).

FizioloSki utjecaj koji na trombocite ima duSi¢ni oksid proizvoden u endotelnim
stanicama dobro je poznat i veéina autora drzi da djeluje inhibitorno na agregaciju
(Gkaliagkousi i sur., 2007.). lako su Radomski i suradnici jo§ 1990. godine dokazali da L-
arginin u trombocitima aktiviranim kolagenom dovodi do povecane proizvodnje NO koji
stimulira sGC i uzrokuje porast koncentracije cGMP-a, fiziolo§ka funkcija ovog, u
trombocitima proizvedenog, dusi¢nog oksida jest jo§ uvijek predmet istrazivanja, ali i
kontroverzi. Naime, neki istraziva¢i opovrgavaju da se NO uopce proizvodi unutar
trombocita, neki smatraju da se proizvodi, ali da zbog male koli¢ine koja se proizvede nema
znacajnog Utjecaja na agregaciju, a malobrojna grupa autora ¢ak zastupa tezu da u niskim
koncentracijama djeluje proagregatorno, dok u velikim koli¢inama djeluje inhibitorno
(Naseem i sur., 2008.; Ozuyaman i sur., 2005.; Marjanovic i sur., 2005.). Ipak, veéina autora
koji istrazuju ova zbivanja drzi da se trombocitni NO proizvodi nakon aktivacije eNOS i
INOS, u koli¢inama daleko manjim nego u endotelnim stanicama te da ima vaznu fiziolosku
ulogu djeluju¢i autokrino i prakrino na autoregulaciju aktivacije i agregacije (Bye i sur.,
2016.). Istrazivanja signalnih putova unutar trombocita dokazala su da NO preko
sCG/cGMP/cCAMP osovine inhibira mobilizaciju Ca** koji je odgovoran za reorganizaciju
citoskeleta i egzocitozu granula po aktivaciji bilo solubilnim agonistom ili kontaktnom

aktivacijom preko kolagenskih receptora (Stalker i sur., 2012.).

Trombociti nemaju vaznu ulogu samo u hemostazi ve¢ je njihova ukljuc¢enost dokazana
i u svim etapama procesa cijeljenja: stvaranju krvnog ugruska, upalnom odgovoru,
angiogenezi i remodeliranju tkiva. Odmah nakon $to se stvori stabilan ugrusak i zaustavi
krvarenje, zapocCinje proces reparacije tkiva. Bliska dvosmjerna veza koagulacijskog i
imunoloSkog sustava potrebna je za restoraciju normalnog tkiva nakon ozljede. Smatra se da
trombociti, stabilno adherirani uz medustani¢ni matriks eksponiran prilikom ozljede, fizicki
sprjecavaju da imune stanice potrebne za proces cijeljenja budu strujom krvi otplavljene s

mjesta ozljede, pa one tako uhvacene postaju dio krvnog ugruska, $to im omogucava ciljano
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lokalno djelovanje. S druge strane, a-granule su uklju¢ene u regulaciju procesa cijeljenja
ekspresijom adhezivnih receptora koji olaksavaju interakciju endotelnih stanica i leukocita, ali
i sekrecijom kemokina, npr. P-selektina koji se premjesta na membranu trombocita i tada
sudjeluje u daljnjoj regrutaciji cirkuliraju¢ih monocita, limfocita i neutrofila (Zarbock i sur.,
2007.). Trauma je najizravniji nacin na koji u tkivo mogu dospjeti bakterije i drugi patogeni.
Uloga trombocita u borbi protiv mikroorganizama pretpostavljena je indirektno iz primjera
njihova adheriranja na mjesta bakterijskih lezija kao kod endokarditisa (Thompson i sur.,
1982.). Da njihovi citokini imaju direktno mikrobiolosko djelovanje, kao i da oni sami imaju
sposobnost internalizacije patogena, dokazano je 2002. godine (Tang i sur., 2002.; Youssefian
I sur., 2002.). Precizan mehanizam regulacije antimikrobnog odgovora trombocita nije u
potpunosti istrazen, ali svakako ukljucuje njihovu aktivaciju i sekreciju granula (Yeaman i
sur., 2014.).

Konac¢ni korak hemostatskog odgovora na svaku ozljedu vodi povratku integriteta zida
krvne Zile. Ovaj proces ukljucuje dobro reguliranu proliferaciju i migraciju stanica glatkog
miSica, fibroblasta i endotelnih stanica. Trombociti u ovim zbivanjima sudjeluju obiljem
svojih kemokina i razli¢itih faktora rasta. Trombocitni faktor rasta (eng. platelet derived
growth factor, PDGF) posebno sudjeluje u regulaciji proliferacije stanica glatkog misic¢a i u
njihovoj migraciji (Li i sur., 2011.). Sljede¢i vazan medijator u cijeljenju i remodelaciji jest
SDF-1a koji posreduje mobilizaciju progenitorskih stanica koStane srZi, njihov dolazak na
mjesto ozljede i diferencijaciju u endotelne progenitorske stanice (Stellos i sur., 2008.). Neki
od faktora koji se otpustaju iz trombocita, kao §to su primjerice VEGF i endostatin, imaju
kljuénu ulogu u revaskularizaciji ozlijedenog tkiva (Battinelli i sur., 2011.). Trombociti
takoder skladiSte 1 otpustaju regulatore apoptoze ovisne o TNF-u, kao §to su CD95, Apo2-L
and Apo3-L. Oni osiguravaju ravnotezu izmedu pro- i antiapoptoznih molekula koja je vazna
za eliminaciju oSteCenih stanica s mjesta ozljede i ubrzavanje procesa cijeljenja (Gwanz i sur.,

2013.).

Do danas je otkriveno da granule sadrze vise od 300 razlic¢itih molekula preko kojih
trombociti ostvaruju svoj u¢inak na brojne sustave. o- granule sadrze adhezivne proteine koji
su vazni u primarnoj hemostazi (VWF, fibrinogen, fibronektin, vitronektin i trombospondin,
dakle vec¢inu molekula preko kojih trombociti ostvaruju svoj ucinak na hemostatski sustav),
zatim molekule sa angiogenetskim djelovanjem (angiogenin, VEGF), antiangiogenetski
aktivne molekule (angistatin, PF4), faktor rasta, proteaze (MMP2, MMP9), faktore tumorskog
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nekroti¢kog djelovanja (TNFa, TNFB9) i mnoge druge molekule uklju¢ene u upalna zbivanja.
Delta granule predstavljaju drugi vazni sekretorni pretinac i one sadrze uglavnom ADP, ATP,
serotonin, kalcij, pirofosfate i polifosfate. Imaju kljuénu ulogu u primarnoj hemostazi
djelujuci kao aktivator stimuliraju¢i P2Y12 receptore ADP-om. Lizosomi u trombocitu su
tre¢i odjeljak koji ima sposobnost sekrecije. Oni sadrZe hidrolaze i imaju ulogu u fibrinolizi i

degradaciji tromba, remodeliranju vaskulature te razgradnji fagocitiranih mikroba.

Redoslijed egzocitoze granula govori u prilog teoriji da sekrecija sadrzaja trombocitnih
granula ima vaznu ulogu u kontroli mikrookoli$a u uvjetima ozljede tkiva. lako jos uvijek nije
sasvim razjas$njeno na koji nacin je egzocitoza regulirana, iz dosadasnjih istrazivanja je jasno
da se taj proces ne odvija nasumice (Witeheart i sur., 2011.). Italiano i suradnici su u svom
radu iz 2008. godine predlozili tezu da trombociti skladiste i otpuStaju sadrzaj svojih granula
na tematski nacin, npr. promovirajuci angiogenezu otpustanjem VEGF-a u jednim uvjetima, a
suprimiraju¢i ju u drugim otpustanjem antiangiogenetskih molekula iz razli¢itih podruéja a-
granula. Ova hipoteza tematske sekrecije proizasla je iz opservacije da su pro- i anti-
angiogenetske molekule nadene uskladistene u razli¢itim odjeljcima unutar a-granula. Da
granule ostvaruju svoju ulogu lu¢e¢i mnoge aktivne supstancije koje imaju suprotan efekt na
tematski nacin vidljivo je i iz radova drugih autora. Heijnen i suradnici su 2015. godine otkrili
da pojedine subpopulacije a-granula razlicito reagiraju na razliite podrazaje i otpustaju
aktivne tvari prema potrebama tkiva. Dokazali su i da je sadrZaj unutar a-granula segregiran
te da je moguce posti¢i odvojenu sekreciju odredenih dijelova granula. Podrzavajuci ovu tezu,
Kamykowski i suradnici su 2011. godine dokazali da je sadrzaj granula organiziran u
odjeljene skupine, a Ma i suradnici u svom radu iz 2005. godine sugeriraju da se specificne
molekule otpustaju iz odijeljenih dijelova granula kao posljedica aktiviranja trombocita
razli¢itim agonistima. Ova hipoteza izazvala je veliko zanimanje predstavivsi trombocite kao
pametne nosace koji mogu dostaviti svoj sadrzaj u kontekstu konkretnih trenutacnih

fizioloskih potreba.

Razumijevanje uloge sekrecije trombocita u cijeljenju i regeneraciji tkiva dovelo je do
razvoja novih modaliteta lijeCenja koji se koriste ponajvise u traumatologiji. Gelovi od
autologne trombocitima bogate plazme (eng. platelet rich plasma, PRP) pokazali su se
iznimno uspje$nima u lije¢enju brojnih patoloskih stanja, primjerice koznih rana, kroni¢nih
dijabetickih vrijedova te u regeneraciji ozljeda tetiva, ligamenata i zivaca (Nurden i sur.,

2008.).
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Zanimljivo je ovdje osvrnuti se na slican utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na proces
cijeljenja. Visebrojna istrazivanja uvijek iznova dokazuju da on veoma snazno stimulira
cijeljenje razlic¢itih tkiva, primjerice mi$i¢a, zivaca i kostiju, te da ostvaruje ¢itav niz
blagotvornih uc¢inaka duz gastrointestinalnog trakta (Sikiric i sur., 1993.; Sikiric i sur., 2010.;
llic i sur., 2011.; Sikiric i sur., 2006.; Sikiric i sur., 2011.). Pentadekapeptid BPC 157
pospjesuje zacjeljivanje ozljeda struktura koje uvrijezeno imaju mali potencijal za sanaciju,
kao primjerice u modelima cijeljenja misic¢a (Staresinic i sur., 2006.; Novinscak i sur., 2008.;
Pevec i sur., 2010.), opeklina koze (Seiwerth i sur., 1997.; Mikus i sur.; 2001., Sikiric i sur.,
2003.), kosti (Keremi i sur., 2009.) tetiva (Chang i sur., 2014.; Krivic i sur., 2008.),
ligamenata (Cerovecki i sur., 2010.), perifernih zivaca (Gjurasin i sur., 2010.), krvnih Zzila
(Hrelec i sur., 2009.) te mozga (Tudor i sur., 2010.). On poti¢e oporavak funkcije donjeg
sfinktera i pilorusa u modelu upale jednjaka (Dobric i sur., 2007.; Petrovic i sur., 2006.),
pospjesuje zaraStanje intestinalnih anastomoza (Klicek i sur., 2008.) te dovodi do ubrzanog
zatvaranja duodenokutanih, gastrokutanih i1 kolonokutanih fistula (Klicek i sur., 2008.;

Cesarec i sur., 2013.).

Iz navedenog mozemo zakljuciti da se specifi¢no djelovanje BPC 157 i trombocita kao
¢imbenika koji pametno i ciljano djeluju u uvjetima poremecene homeostaze velikim dijelom
preklapa. U svjetlu analize rezultata dobivenih ovim pokusom, a imaju¢i u vidu i sva
dosadasnja istrazivanja BPC-a 157, smatramo da je moguce da on dio svog ucinka ostvaruje
moduliraju¢i NO sustav u trombocitima u uvjetima otklona od homeostaze, dovodeéi do
smanjenja koncentracije cGMP-a i CAMP-a, a time i posljedi¢nog oporavka o NO ovisne
mobilizacije Ca®* kljugne za reorganizaciju citoskeleta i egzocitozu, koji onda dovode do
pojacane ekspresije integrinskih receptora (agregacija) i tematske sekrecije granula

(hemostaza, upalno i antimikrobno djelovanje, angiogeneza, cijeljenje tkiva).

Uobicajeno je da se kod bolesnika koji primaju antiagregacijsku terapiju planirani
operacijski zahvat odgada 5-7 dana od prestanka uzimanja lijeka kako bi se oporavila funkcija
trombocita i izbjeglo pojacano intraoperacijsko krvarenje koje uzrokuje povecanje stope
morbiditeta i mortaliteta. Kod bolesnika kojima je nuzno uciniti hitan operativni zahvat bez
moguc¢nosti takove odgode, BPC 157 bi svojim povoljnim ucinkom na oporavak funkcije
trombocita mogao smanjiti rizik od pojacanog krvarenja i razvoja posttransfuzijskih

komplikacija.
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6. ZAKLJUCAK

Ovim pokusom nismo potvrdili hipotezu da BPC 157 smanjuje agregaciju
trombocita i uzrokuje ubrzanu razgradnju krvnog ugruska u Stakora tretiranih aspirinom,

klopidogrelom i cilostazolom.

1. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da BPC 157 utjece na trombocite oporavljajuci

inhibiranu agregaciju kod:

a) zivotinja tretiranih aspirinom po AUC vrijednostima nakon aktivacije arahidonskom

kiselinom,

b) Zivotinja tretiranih klopidogrelom po AUC, AGG 1 VEL vrijednostima nakon aktivacije
ADP-om, po VEL vrijednostima nakon aktivacije arahidonskom kiselinom, te po AUC,
AGG i VEL vrijednostima nakon aktivacije kolagenom,

¢) zivotinja tretiranih cilostazolom po AUC, AGG i VEL vrijednostima nakon aktivacije

arahidonskom kiselinom, kao i kombinacijom arahidonske kiseline i prostaglandina E1.

2. Rezultati ovog istrazivanja govore da ODQ smanjuje djelovanje BPC-a 157 na oporavak

agregacije trombocita kod:

a) Zivotinja tretiranih aspirinom po AUC, AGG i VEL vrijednostima nakon aktivacije
arahidonskom kiselinom, kao i kombinacijom arahidonske kiseline i prostaglandina E1,

b) Zivotinja tretiranih klopidogrelom po AUC, AGG 1 VEL vrijednostima nakon aktivacije
arahidonskom kiselinom, te po AUC vrijednostima nakon aktivacije kombinacijom
arahidonske kiseline i prostaglandina E1,

¢) Zivotinja tretiranih cilostazolom po AGG 1 VEL vrijednostima nakon aktivacije
arahidonskom kiselinom, te po AUC, AGG i VEL vrijednostima nakon aktivacije

kombinacijom arahidonske kiseline i prostaglandina E1.
3. Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da BPC 157 nema znacajan u¢inak na

viskoelasti¢na svojstva krvnog ugruska po CT, CFT, ALFA, MCF, LI 30 niti ML

vrijednostima nakon 60 minuta mjerenja.
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Iz prezentiranih rezultata zakljucujemo da BPC 157 oporavlja agregaciju trombocita
inhibiranu djelovanjem aspirina, klopidogrela i cilostazola, te da nema utjecaja na

viskoelasti¢na svojstva krvnog ugruska u Stakora.

Cinjenica da pentadekapeptid BPC 157 povoljno djeluje na poremeéaje hemostaze ciljano
inducirane antiagregacijskim lijekovima znacajna je znanstvena novost koja bi se u buducoj
klini¢koj praksi mogla iskoristiti za dobrobit pacijenata u cilju smanjenja rizika od poja¢anog
krvarenja u bolesnika koji primaju takve lijekove, a podvrgavaju se hithom operativnom

zahvatu.
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