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ACD – antikoagulantna citratna glukoza  

ADP – adenozin difosfat 

ANOVA – analiza varijanse (eng. analysis of variance) 

CFR – plazma bez ćelija (eng. cell free  plasma) 

DTPA – dietilentriamin pentasirćetna kiselina 

DVT – duboka venska tromboza 

GP – glikoprotein 

HPLC – tečna hromatografija pod visokim pritiskom 

PCI – Perkutana koronarna intervencija 

PRP – plazma bogata trombocitima (eng. platelet reach plasma) 

RGD sekvenca – Arg-Gli-Asp sekvenca 

TFA – triflour sirćetna kiselina 

TLC – tankoslojna hromatografija 

VTE – venski tromboembolizam 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 

Tirofiban kao potencijalni radiofarmaceutik za detekciju tromboembolijskih 

poremećaja: Animalni model 

 
Rezime 

 
 

Vaskularna oboljenja spadaju među vodeće uzročnike povećanog morbiditeta i 

mortaliteta kod ljudi koji žive u razvijenim zemljama. Duboka venska tromboza (DVT) i 

plućna embolija su ozbiljne komplikacije, pa je zato detekcija akutne i rane DVT-e veoma 

bitna, pre svega, zbog posledica koje one nosi sa sobom (rizik od plućne embolije, 

hronična venska insuficijencija). Kod ovih patoloških stanja uloga trombocita je suštinska, 

zbog njihove sposobnosti da formiraju agregate, koji nastaju kao posledica oštećenja 

krvnog suda.  

Trobocitni glikoproteinski IIb/IIIa (GPIIb/IIIa) receptor je ključna komponenta u 

procesu trombocitne agregacije, a samim tim i ciljno mesto za terapijsku intervenciju.  

Tirofiban (N-(butilsulfonil)-4-O-(4-(4-piperidil)-L-tirozin) je nepeptidni tirozinski 

derivat, visoko selektivni, kratkodelujući inhibitor fibrinogenskog vezivanja za 

trombocitni glikoproteinski receptor IIb/IIIa. Kao molekul sa malom  molarnom masom 

tirofiban ima veliku prednost, kako u postupku za njegovo obeležavanje radioaktivnim 

izotopima, tako i pri njegovoj aplikaciji u organizam, bez opasnosti od pojave 

imunoloških reakcija nakon primene. Takođe, bitan parametar je i njegova brza 

eliminacija iz organizma. Tirofiban se vezuje za GPIIb/IIIa receptore na isti način kao što 

se vezuje i fibrinogen, a može se naći samo u aktivnom ugrušku. Ovaj fenomen pokazuje 

razliku između akutnog i hroničnog ugruška, pri upotrebi radiofarmaceutika.  

Obeležavanjem tirofibana  radioaktivnim izotopom tehnecijuma (99mTc), kao 

optimalnim gama emiterom podobnim za dijagnostičku upotrebu, pokazali smo da 

možemo detektovati patološke promene krvnih sudova, identifikovati lokalizaciju  tromba 

i odrediti morfološke karakteristike tromba. 

Vizuelizacione studije, rađene na eksperimentalnom animalnom modelu duboke 

venske tromboze, jasno su nam pokazale akumulaciju tirofibana u femoralnoj veni 

testiranih životinja. 

Praćenjem koncentracija neradioaktivnog i radioaktivno obeleženog tirofibana u 

plazmi, 5, 15, 30, 45 i 60 min. nakon i.v. bolus injekcije, utvrdili smo da 99mTc-tirofiban-

a ima identično ponašanje kao i neradioaktivni tirofiban. Uvođenjem tehnecijuma i 

promenom strukture molekula ne menja se, već poznati, farmakokinetički profil leka.  



 

 

Procenat vezivanja radio-obeleženog tirofibana za humane trombocite i trombocite 

dobijene od pacova ne pokazuje značajnu razliku, što znači  da se rezultati dobijeni u 

eksperimentalnom modelu DVT  kod pacova, mogu očekivati i kod ljudi sa DVT-om. 

Na osnovu naših rezultata, optimalna koncentracija radioaktivno obeleženog 

tirofibana za dijagnostiku, a koja nema terapijsku efikasnost, uz očuvani afntitet za 

GPIIb/IIIa receptore,  manja je od 10 nM. 

Biodistribucione studije pokazale su da postoje statistički značajne razlike u 

biodistribuciji 99mTc-tirofibana u različitim organima/tkivima posle 30 i 60 minuta, što 

takođe ukazuje na afinitet radioaktivno obeleženog tirofibana da se veže za tkivo gde 

postoje tromboembolijske promene. 

Mi smatramo da je tirofiban, obeležen  radioaktivnim izotopom 99mTc, po svojim 

karakteristikama  primenjiv u humanim ispitivanjima, te da se, kao potencijalni 

radiofarmaceutik, može predložiti za kliničke studije, na definisanim grupama pacijenata u 

ranom stadijumu formiranja DVT-e.  
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Tirofiban as a potential radiopharmaceutical for detection of the thromboembolic 

disorders: Animal model  

 
 

Abstract 
 
 

Vascular diseases are one of the leading reasons for increased morbidity and 

mortality in people living in high-income countries. Deep venous thrombosis (DVT) 

and pulmonary embolism (PE) are very serious complications and initial detection of 

them is always very important. In these pathological conditions the role of platelets is 

very important, their ability to generate aggregates, which occur as a result of damaged 

blood vessels. 

The platelet glycoprotein IIb/IIIa (GP IIb / IIIa) receptor is a key component in 

the process of platelet aggregation, and thus the target site for therapeutic action. 

Tirofiban (N-(methylsulfonyl)-4-O-(4-(4-piperidinyl)-L-tyrosine) is a non-

peptide, derivative of tyrosine, highly selective, short-acting inhibitor of fibrinogen 

binding to the platelet  glycoprotein IIb/IIIa receptor. As a molecule with a small 

molecular weight and simple chemical structure, tirofiban provide possibility to be 

used as radiolabeled potential radiopharmaceutical, to inject in the patient without the 

risk of the occurrence of immune reactions after administration. The size and structure 

also is an important parameter for its fast elimination from the body.  

Tirofiban binds GPIIb/IIIa receptors in the same way as fibrinogen, and can be 

seen only in the active clot. This phenomenon indicates the difference between acute 

and chronic blood clot, and can be used as advantage for vizualization. 

The idea to formulate radioactive Tirofiban using Technetium-99m as a 

radioisotope for labeling and use for diagnostic purpose, was following the demand to 

detect primary pathological deviations in the blood vessels, to identify the localization 

of the new fresh thromb and to define its morphological characteristics.  

Imaging studies performed using experimental animal model of deep vein 

thrombosis, clearly showed the pathological accumulation of tirofiban in the femoral 

vein of the animal. 

The concentration of non-radioactive and radiolabelled tirofiban in plasma 5, 15, 

30, 45 and 60 min. observed after i.v. bolus injection, confirmed that 99mTc-Tirofiban 

has identical behavior as non-radioactive. The introduction of Technetium-99m iside 

of the structure of molecule of Tirofiban, does not change the regular pharmacokinetic 

profile of the drug.  

 



 

 

The percentage of binding of radiolabeled tirofiban to the human platelets and 

platelets obtained from rats has no significant difference, which means that the results 

obtained from the experimental model of DVT in rats, will be expected in the 

individuals with DVT. 

Based on the results, an optimal concentration of radiolabelled tirofiban for 

diagnostic purpose without any therapeutic effect, keeping the same affinity for the  

GPIIb/IIIa receptors is less than 10 nM.  

Biodistribution studies have shown that there are statistically significant 

differences in the biodistribution of 99mTc-Tirofiban in various organs/tissues after 30 

and 60 minutes, which also indicates the affinity radioactively labeled tirofiban to bind 

to the tissue where there are thromboembolic changes.  

Tirofiban labeled with the radioactive isotope of Technetium-99m, according to 

all obtained results can be accepted as a potential radiopharmaceutical and can be 

proposed for clinical studies of the strongly defined groups of patients in the early 

stage of DVT. 
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1. UVOD 

 

Vaskularna oboljenja spadaju među vodeće uzročnike povećanog morbiditeta i mortaliteta 

kod ljudi koji žive u visoko razvijenim zemaljama (Davì i Patrono, 2007; Bonaca i 

Creager, 2015). Duboka venska tromboza (DVT) i plućna embolija su veoma ozbiljne 

komplikacije, koje nose visoki rizik po zdravlje pacijenata. DVT je produkt 

hiperkoagulobilnog stanja, pri čemu dolazi do formiranja tromba, koji je bogat fibrinom, 

trombocitima i eritrocitima. Tromboza može biti rezultat celog niza poremećaja u procesu 

koagulacije, nastale kao posledica naslednih poremećaja, ili pak kao rezultat prisutnih 

malignih promena. I mnogi drugi faktori mogu doprineti pojavi ili potenciranju venske 

tromboze, kao što su: oštećenje venskog endotela pri kateterizaciji, oralna kontracepcija, 

postoperativne staze, varikozni tromboflebitisi, srčana oboljenja, infarkt, trauma 

(Anderson i sar., 1991; Huisman, 1996; Creager i sar., 1997; Cines i sar., 1998; Kee, 1999; 

Emmerich 2001).  

Detekcija akutne i rane DVT-e je veoma bitna, pre svega zbog posledica koje ona nosi sa 

sobom (rizik od plućne embolije, hronična venska insuficijencija). Kod ovih patoloških 

stanja uloga trombocita je veoma važna, zbog njihove sposobnosti da formiraju agregate, 

koji nastaju kao posledica oštećenja krvnog suda (Zaman i sar., 2000; Christie i sar., 2008; 

Brass 2010; Leslie 2010; Picker 2011). 

 

 

 

http://circres.ahajournals.org/search?author1=Marc+P.+Bonaca&sortspec=date&submit=Submit
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1.1. Fiziologija hemostaze 

Hemostaza je kaskadni proces zgrušavanja krvi, od aktivacije trombocita do vaskularnog 

oporavka. Nakon povrede krvnog suda (pri traumi, hirurškoj intervenciji, prskanju ili 

oštećenju endotela krvnog suda),  krv dolazi u kontakt sa subendotelnim vezivnim tkivom. 

Hemostazni sistem angažuje mnoštvo vaskularnih i ekstravaskularnih receptora koji deluju u 

saradnji sa komponentama krvi da kupiraju poremećaj (Henri i sar, 2013). Proces stvaranja 

trombocitnog čepa na oštećenom mestu je primarna hemostaza (Loscaizo i Schafer, 1997), 

koja nastaje nekoliko sekundi nakon oštećenja i od vitalne je važosti za sprečavanje gubitka 

krvi iz kapilara, malih arteriola i venula. Sekundarna hemostaza predstavlja niz reakcija 

koagulacionog plazmatskog sistema, sve do nastajanje fibrina. Ceo  process traje nekoliko 

minuta. Nastale fibrinske naslage učvrščuju primarni hemostatski čep. Ova reakcija je od 

posebnog značaja za velike krvne sudove, jer sprečava rekurentno krvarenje, koje bi trajalo 

satima ili danima nakon povrede, da nije ovog mehanizma. 

Endotel krvnih sudova je jedan od osnovnih elemenata u hemostazi. On predstavlja prirodnu, 

zaštitnu barijeru između krvi i tkiva. Njegova ključna funkcija je održavanje tečnog stanja 

krvi, preko antitrombotične površine koja sprečava trombocitnu adheziju i agregaciju. Zdravi, 

intaktni endotel ima antitrombogenu ulogu (inhibira agregaciju trombocita), preko produkcije 

i sekrecije: 

- inhibitora koagulacije i agregacije trombocita, 

- aktivatora i inhibitora fibrinolize. 

Pri povredi endotela, aktiviraju se sledeći zaštitni mehanizmi: 

- jaka vazokonstrikcija, 

- preusmeravanje krvi sa povređenog mesta, 

- formiranje hemostatskog čepa (trombocitna adhezija i agregacija), 

- inhibicija nekontrolisane, prekomerne koagulacije. 

Prvi korak u procesu koagulacije je formiranje trombina. Trombin, kao serinska proteaza, ima 

više različitih funkcija pri koagulaciji kao: aktiviranje trombocita, povećanje koagulacionih 

enzima i kofaktora. Trombin, takođe, stimuliše i prokoagulacioni mehanizam vezan za 

endotelne ćelije (Dale, 1997; deGaetano i sar., 1999). 
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Cirkulišući trombociti normalno ne reaguju sa površinom endotela, koja ih odbija 

oslobađajući prostaglandin PGI2 (prostaciklin), NO i ADP-aze (Kuwana i sar., 1998; Essex i 

Lee, 1999; Hansen i Balthasar, 2001 i 2002). Međutim, pri hemoragiji trombociti adheriraju i 

brzo se lepe na endotel, izazivajući pri tom produkciju endotelnih komponenti, koje se brzo 

aktiviraju. Cirkulišući trombociti reaguju na taj način što stvaraju hemostatsko začepljenje, 

koje dovodi do stvaranje trombina i formiranja stabilnog fibrinskog koaguluma.  

 

 

1.2. Trombociti 

Trombociti su ćelije koje imaju više bioloških funkcija. Njihova glavna uloga je u procesu 

hemostaze, ali takođe učestvuju u inflamaciji, antimikrobnoj aktivnosti, angiogenezi, rastu 

tumora i metastaza. (Labelle, 2011).  Po strukturi su male, diskoidno-sverične, bezjedrene 

ćelije (nemaju DNA, ali imaju mitohondrije). Pluripotentne matične ćelije hematopoeze, 

prisutne u koštanoj srži, usmeravaju diferencijaciju trombocita u megakariocite. Trombociti se 

oslobađaju u cirkulaciji fragmentacijom megakariocita. Svaki megakariocit može da 

proizvede 1000-5000 trombocita. Različiti faktori utiču na proizvodnju trombocita, ali ceo 

proces je regulisan tako da je broj trombocita uvek između 150 i 450 × 10
9
/L. Najznačajniji 

faktor u proliferaciji, diferencijaciji i sazrevanju megakariocita je trombopoietin (TPO). 

(Ramalingam i sar, 2015). Produkcija i oslobađanje iz koštane srži u cirkulaciji  kontrolisana 

je preko dva “trombopoetina”. Jedan reguliše količinu megakariocitnih matičnih ćelija (stem 

cells), a drugi modelira njihovo sazrevanje.  

TPO-i proizvode se u jetri i bubrezima. Sposobnost proizvedenog TPO-a da stimuliše 

proizvodnju trombocita zavisi od broja cirkulišućih trombocita. Trombopoetinski  receptori (c-

MPL, CD 110) pripadaju  porodici tirozinih kinezi receptora, sa molekularnnom težinom od 

80-84 kDa. Oni regulišu odgovor trombocita na dejstvo agonista. Iako je broj 

trombopoetinskih receptora na trombocitima mali (25-224 na trombocitu), njihov afinitet za 

trombopoietin je veoma visok. (Kaushansky, 2008). TPO receptor, prisutan na površini 

trombocita, vezuje se za TPO i odstranjuje je iz plazme. Što je veći broj cirkulišućih 

trombocita, manje je TPO. Ali, ako je broj trombocita jako mali, onda  će više TPO biti 

dostupno za stimulaciju proizvodnje trombocita. (Ramalingam i sar, 2015).  

Osnovne trombocitne funkcije su održavanje vaskularnog  integriteta i zaustavljanjau 

krvarenja. Takođe, uključeni su i u fundamentalni biološki proces hronične inflamacije, 

povezan sa patologijom bolesti (Ghoshal i Bhattacharyya, 2014). Trombocitna površina igra 

ključnu ulogu u kontaktu sa drugim elementima. Glavnu ulogu igraju trombocitni 

glikoproteini (GP)  

http://www.hindawi.com/60253732/
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koje služe kao receptori za komponente koje započinju aktivaciju trombocita. Trombocitna 

membrana  ne razlikuje se u odnosu na ostale biološke membrane; sadrži proteine i lipide od 

kojih su osnovni fosfolipidi i holesterol. Fosfolipidi su predstavljeni dvostranom površinom: 

spoljašnja koja je sastavljena od neutralnih fosfolipida i unutrašnja sastavljena od anjonskih 

fosfolipida. Oni su od velike važnosti, zato što služe kao površina na kojoj se aktiviraju faktori 

koagulacije iz plazme. Spoljašna strana trombocita je naročito bogata arahidonskom 

kiselinom, koja je početni supstrat za proizvodnju tromboksana A2 (TxA2), koji je agonista za 

agregaciju trombocita. Citoskelet trombocita predstavlja mrežu različitih tipova proteinskih 

filamenata od kojih su glavni: mikrotubuli (sastavljeni od tubulina i oni održavaju formu 

trombocita u mirovanju), mikrofilamenti (sastavljeni od aktina; glavna uloga je učestvovanje u 

aktivaciji trombocita pomoću ADP-a, trombina, adrenalina i kolagena) i intermedijerni 

filamenti (sastavljeni od insolubilnog proteina vimentina koji omogućavaju kontrakciju 

trombocita) (Abrams i Lawrence, 2001). Od sekretornih granula, trombociti sadrže četiri tipa 

citoplazmatskih granula, podeljenih prema  strukturi, gustini i sadržaju :  

- α-granule – najbrojnije, 50-80 u svakom trombocitu. Sadrže trombocitno-

specifične proteine kojih nema u plazmi (β-TG i TF4) i proteine identične sa onima 

u plazmi (FN, TGF i β-TGF, vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), PC 

inhibitor, inhibitor kolagenaze, α2-MG, α1-AT, α2-AP i multimerin). Membrana α-

granula sadrži specifične receptore za P-selektin, osteonektin i GMP 33 (markere 

za aktivirane trombocite).  

- tamne granule – 5-7 u svakom trombocitu. Sadrže serotonin, kateholamine, Ca
2+

, 

Mg
2+

, nemetabolišući ADP i ATP.  Na njihovoj membrani nalazi se specifični 

granulofizin (CD 63), čija funkcija još uvek nije poznata. 

- lizozomi – samo nekoliko u trombocitu. Njihova uloga za vreme trombocitne 

aktivacije vezana je za interakciju sa zidovima krvnih sudova i digestiju 

komponenata iz matriksa. Na njihovoj površini nalazi se nekoliko receptora: GPs, 

LAMP-1, LAMP-2 i CD63. 

- peroksizomi – sitne granule koje se boje katalazom i slične su sa onima u drugim 

tkivima. 

Od eikosanoida, koji predstavljaju oksigenovane derivate arahidonske kiseline, u humanim 

trombocitama glavni su lipoksini i hidroksi-ekozatetra-enoične kiseline (HETEK). Oni imaju 

veliki značaj za vaskularnu hemostazu.  Eikosanoidi  ne deponuju su u ćeliji. Oni se uvek 

sintetišu kao odgovor  na hemijsku i fiziološku aktivaciju. Nastaju od arahidonske kiseline, 

glavne  masne  kiseline  u  trombocitima,  putem  njene  hidrolize.  Tromboksan  A2 nastaje od  
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arahidonske kiseline u trombocitima koji su stimulirani sa različitim agonistima (trombin, 

ADP). On je jak aktivator trombocitne agregacije. Za razliku od TxA2, prostaciklin inhibira 

trombocitnu aktivaciju, stimulacijom adenil ciklaze i formiranjem cAMP (Abrams i 

Lawrence, 2001; Kostovska, 2003). 

 

1.2.1. Funkcije trombocita 

Trombociti učestvuju u sledećim reakcijama hemostaze: 

- adhezija – lepljenje adheriranih trombocita na povređenu površinu endotela, 

- agregacija – formiranje većih trombocitnih agregata i stabilizacija hemostatskog čepa, 

- sekrecija komponti deponovanih u trombocitima,  

- koagulacijska aktivnost trombocita (FitzGerald i Moran, 2001; Kostovska, 2003). 

Nakon vaskularne povrede, aktivirani trombociti lepe se na  povređenu površinu endotela. U 

adheziji trombocita na  adhezivne proteine utiče von Willebrandov faktor i kolagen, ili 

rastvorljivi agonisti trombocita, kao što su ADP, trombin i tromboksan A2. Ovi adhezivni 

proteini i rastvorljivi agonisti aktiviraju specifične receptore. Aktivacija trombocita dovodi do 

potenciranja funkcije ligand-vezujućih integrina αIIbβ3. Povećanje fibrina/fibrinogena dovodi 

do aktivacije trombocita, zatim povećane adhezije trombocita i uvećanja trombocitnog čepa. 

Ligand koji se vezuje za integrin αIIbβ3 posreduje u trombocitnoj adheziji i agregaciji, što 

rezultira  povećavanjem trombocita, dodatnom sekrecijom a-granula, stabilizacijom lepljenja i 

agregacijom trombocita i kontrakturom ugruška (Barret sar., 2008; Brass, 2010; Zhenyu i sar., 

2010; Yongzhi i sar., 2014). 

Zbog  sposobnosti da se trenutno aktiviraju na mestima vaskularne povrede, trombociti su 

ključni faktori u primarnoj hemostazi, ali i u nastanku arterijske tromboze. Iako je primarna 

adhezija trombocita na zidu suda uglavnom nezavisna od G-proteinom posredovane reakcije, 

kasnije regrutovanje dodatnih trombocita u rastući tromb zahteva medijatore poput ADP, 

tromboksana A2 ili trombina, koji deluju preko G proteina. Aktivacija trombocita preko G 

proteina uključuje tri glavna G-proteinom posredovana puta: Gq, G13 i Gi (Offermanns, 

2006). 

Različiti testovi na bazi funkcije trombocita  široko se koriste za dijagnozu poremećaja 

trombocita. U poslednjih nekoliko godina došlo je do sve većeg interesovanja o upotrebi ovih 

testova za praćenje efikasnosti antitrombocitne terapije (Hayward i Eikelboom, 2007; Furie i 

Furie, 2008).  

 

 

http://asheducationbook.hematologylibrary.org/search?author1=Lawrence+Brass&sortspec=date&submit=Submit
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1.3. Trombocitni glikoproteinski receptori 

Glikoproteinski receptori na trombocitnoj membrani su veoma važan element za funkciju 

trombocita, zato što su odgovorni za mnogo ključnih bioloških procesa. Na prvom mestu, od 

njih počinje hemostaza. Deficitarnost ovih GP receptora je razlog za izraženi hemoragični 

sindrom.  

Tokom druge polovine 20. veka mnogi istraživači su detaljno ispitivali agregaciju trombocita 

na subcelularnom i molekularnom nivou. Glavni protein na membrani trombocita - integrin 

αIIbβ3,  posreduje u odgovoru sa brzim prelazom od neaktivnog u aktivno stanje trombocita, u 

kom služi kao receptor za ligande koji će povezati trombocite (Bledzka i sar., 2013).   Prva 

ispitivanja GP receptora urađena su elektroforetskom separacijom na poliakrilamidnom gelu. 

Preciznija ispitivanja  urađena su pomoću radioizotopski obeleženih trombocita. Na početku 

su bili detektovani površinski receptori, obeleženi 
125

I ili 
3
H. Zadnjih desetak godina 

predstavljaju pravu eksploziju saznanja o strukturi i funkciji trombocitnih glikoproteina. Skoro 

sva saopštenja odnose se za ispitivanje na molekularnom nivou. Danas su mnogi od njih 

klonirani, sekvencionisani i grupisani u veliku familiju gena  (Kostovska, 2003; Saboor i sar., 

2013). 

Ovakva saznanja daju nam veliku mogućnost za ispitivanje novih agenasa koji će delovati 

terapijski kao antagonisti trombocitnih receptora. Ovo je naročito važno za proces tromboze.  

Najčešči biološki procesi u kojima učestvuju gliko-proteini trombocita su: 

- proces hemostaze (početak): specifični gliko-proteini izazivaju lepljenje trombocita na 

mesto povrede endotela krvnih sudova, 

- proces agregacije trombocita: međusobno lepljenje i stvaranje trombocitnih agregata 

(trombocitni receptori ulaze u reakciju sa mnogo adhezivnih proteina), 

- proces tromboze: patološki aktivirana hemostaza. GP receptori učestvuju u stvaranju 

velikih agregata trombocita u kombinaciji sa eritrocitima i fibrinom. Rezultat je 

okluzija manjih ili srednje velikih krvnih sudova, 

- stvaranje ateromatoznog tromba: na mestu rupture arteriosklerotično promenjenog 

endotela, stvaraju se trombi bogati trombocitima, 

- inflamatorni odgovor: interakcija sa leukocitima u proizvodnji medijatora ovog 

procesa. 
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Glikoproteinski (GP) IIb/IIIa, Ca
2+

 - zavisni heterodimer,  je glavni integrin trombocita, 

lociran  na trombocitnoj  membrani (Calvette, 1994).  Struktura trombocitnih GP receptora je 

složena, ali je danas u celosti poznata i na osnovu nje GP receptori se mogu klasifikovati kao 

članovi jednog od pet familija gena: 

1) Integrini su najzastupljenija grupa glikoproteina na trombocitima. Oni su ne-

kovalentno vezani heterodimeri sastavljeni od α i β subjedinice. Trombociti imaju tri 

vrste integrina: β1, β2 i β3 (Saboor i sar., 2013). Najzastupljeniji je kompleks GPIIb-

IIIa, koji posreduje u trombocitnoj agregaciji. 

2) Druga familija gena su glikoproteini bogati leucinom (GPBL), takođe veoma 

rasprostranjeni. Ovde pripadaju: kompleks GPIb-IX, koji posreduje u trombocitnoj 

adheziji i GPV, koji je supstrat trombina sa nepoznatom funkcijom. GPIb-I -V 

kompleks je drugi najčešći receptor na trombocitima, posle integrine αIIbβ3, sa oko 

50.000 kopija na trombocitu. GPIb-IX-V kompleks ima značajnu ulogu u inicijaciji i 

propagiranju procesa hemostaze i tromboze (Andrews i sar., 2007). 

3) Selektini su grupa glikoproteina na trombocitima sa tri receptora, koji imaju važnu 

ulogu u adheziji. Oni su medijatori interakcija trombocita sa endotelnim ćelijama i 

leukocitima. Selektin na trombocitima je GMP-140 i α-granularni membranski 

glikoprotein, koji se eksprimira na membrani nakon površinske aktivacije trombocita. 

Trombocitni receptor  (CLEC-2) za rodocitin (protein iz zmijskog otrova, koji ima 

sposobnost da agregira trombocite) priprada ovoj familiji (Ozaki i sar., 2009). 

4) Superfamilija imunoglobulina (PECAM) je gliko-protein koji je pronađen u 

trombocitima i u prostoru između endotelnih ćelija. Trombocitni receptor PECAM-1 

ima veoma važnu ulogu kao regulator reaktivnosti trombocita i tromboze. Otprilike 

8.000 PECAM-1 receptora  prisutni su na površini trombocita (Newman i sar., 2001). 

5) Grupa kvadraspanin sastoji se od proteina nepoznate funkcije. Ovde pripadaju: CD63, 

CD9, CD53, plazmatski membranski protein p24/CD9 i α-granularni membranski 

protein ME491. CD63 je najvažniji član ove porodice. On moduliše širenje trombocita 

i trombocitnu fosforilaciju posredovanu tirozinom na imobilisani fibrinogen (Israels i 

McMilan-Ward, 2005) . 

U značajnim količinama sekvencionisan je i trombocitni glikoprotein – GPIV, koji nije 

homologan ni jednoj grupi gena. Ono što treba naglasiti je da svaki GP ima svoju funkciju. 

(Kostovska, 2003).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saboor%20M%5Bauth%5D
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1.3.1. Integrini 

Otkriće superfamilije integrina (glikoproteinski receptori)  otvorila je mogućnost za 

istraživanje i upoznavanje mehanizma trombocitne agregacije (Humphries, 2000). Oni su 

heterodimeri, široko rasprostranjeni u mnogo ćelija. Posreduju u interakciji ćelija-ćelija ili 

ćelija-adhezivni proteini (Cook i sar., 1997; Chadderdon i Cappello, 1999; Abumiya i sar., 

2000). Jedan ili više proteina iz grupe integrina eksponiraju se na trombocitima, endotelnim 

ćelijama, glatkim mišićnim ćelijama, fibroblastima i leukocitima.  

Integrini su sastavljeni od dve subjedinice, α i β, koje formiraju nekovalentni kompleks 

heterodimera u obliku transmembranskog kompleksa (Saboor i sar., 2013). Do sada su 

identifikovane 14 alfa subjedinica i 8 različitih, ali homolognih β subjedinica, imenovanih kao 

β1, β2, β3, β4, β5, β6, β7 i β8. Svaka od njih ima različitu specifičnost  vezivanja sa ligandima 

(Gottschalk i sar., 2002). Trombociti imaju tri vrste integrina β1, β2 i β3. β1 porodica ima tri 

člana: 2β1, α5β1 i α6β1 (Saboor i sar., 2013). Neke od α-subjedinica (αv i α6) mogu da 

formiraju komplekse sa više od jednom β-subjedinicom (Tabela 1). α2β1 receptor ili GPIa-IIa 

je važan receptor na trombocitima za kolagen. Broj α2β1 receptora prisutnih na trombocitnoj 

površini varira od 2000-4000. α2  subjedinica sadrže I domen za Mg2
+
 jona što je od značaja 

za  interakciju sa kolagenom (Clemetson, 2008). Još jedan, veoma važan, receptor je  

kompleks GPIIb/IIIa (αIIbβ3). 

 

Tabela 1. Superfamilija integrina 

 α1 α2 α3 α4 α5 α6 αM αL α150 αIIb αV 

            

β1 α1β1 α2β1 α3β1 α4β1 α5β1 α6β1     αVβ1 

β2       Mac-1 LFA-1 P150   

β3          GPIIb-

IIIa 

αvβ3 

β4      α6β4      

β5           αVβ5 

β6           αVβ6 

β7    α4β7        

β8            

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saboor%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saboor%20M%5Bauth%5D
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Integrini igraju veoma važnu ulogu pri adheziji u ćelijskom matriksu, kao i u transdukciji 

signala kroz ćelijske membrane. Vezivanje intracelularnih proteina za integrine izaziva veliku 

konformacionu promenu (Shatil i sar., 1985 i 1998; Deckelbaum i Sax, 1997). Konformacione 

promene omogućuju vezivanje fibrinogena sa aktivnim trombocitima, pri čemu dolazi do 

agregacije i formiranja tromba (Aggarwal i sar., 1996; Wilerson i Benedict, 1997; Bennett i 

sar., 1998; Wu i Wilerson, 2001). 

Prenos signala putem sparenih integrina i G proteina  kritičan je za kontrolu ponašanja ćelija. 

Opisana je uloga integrina u povećanju invazivnosti tumora za vreme metastaze, kao posledica 

aktiviranja G proteina  (Gαi) preko nereceptornog proteina - nukletotida razmenjujućeg 

faktora (GEF) GIV (poznatog još kao Girdin), koji predstavlja protein asociran sa 

metastazama (Leyme i sar, 2015). 

 

1.3.2. GP IIb/IIIa receptor 

Trombocitni GPIIb/IIIa receptor  ključna je komponenta u procesu trombocitne agregacije, a 

samim time je i cilj terapijske intervencije. Glikoproteinski trombocitni receptori GPIIb/IIIa 

blokiraju agregaciju trombocita i time smanjuju rizik za  nastajanje tromboze kod akutnog 

koronarnog sindroma (Loredana i sar., 2013; King i sar., 2016).  Kompleks GPIIb/IIIa 

predstavlja heterodimer, zavisan od kalcijuma. Sastoji se od dve nekovalentno vezane α (αIIb) i 

β (β3) subjedinice. Zastupljen je u 1 do 2% ukupnih proteina na trombocitima. Na površini 

jednog trombocita ima oko 50.000 kompleksa (Feng i sar., 1999; O’Shea i Tcheng, 1999). 

Funkcioniše kao trombocitni receptor za: fibrinogen, fibronektin, vitronektin i faktor vW. 

(Barret i sar., 2008; Brass, 2010; Zhenyu i sar., 2010; Yonugzli i sar, 2014).  Kompleks se 

raspada i gubi svoju funkciju kada opada koncentracija kalcijuma (Bledzka i sar., 2013). 

Funkcija kompleksa GPIIb/IIIa zavisi od aktivacije trombocita, koja može da bude od agoniste 

trombina i kolagena ili slabijih agonista ADP i adrenalina. U procesu adhezije i agregacije 

trombocita, multifunkcionalni receptor povezuje gore spomenuta četiri proteina. Izuzetak je 

adrenalin koji ne izaziva promenu na ovoj formi trombocita, dok ostali agonisti menjaju formu 

trombocita od sferične do bodljikavo sferične forme. Na taj način omogućava se ekspresija 

receptora za Fg (fibrinogen) na površini trombocita. Vezivanje Fg-a  neophodno je za 

agregaciju trombocita. Receptori za Fg  nalaze  se samo na kompleksu GPIIb/IIIa na 

stimulisanoj površini trombocita. Vezani Fg formira most između aktiviranih trombocita, ili je 

privremeni kofaktor za trombocitnu adheziju. 

 

 

http://asheducationbook.hematologylibrary.org/search?author1=Lawrence+Brass&sortspec=date&submit=Submit
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Identifikovani su različiti funkcionalni domeni kompleksa GPIIb/IIIa. Najbolje proučeni su 

domeni gde se vezuju adhezivni proteini. Sposobnost vezivanja kompleksa na sva četiri 

adhezivna proteina na aminokiselinskoj sekvenci za raspoznavanje, sastavljenoj od Arg-Gly-

Asp-Ser (RGD-sekvenca), koja se preko fibrinogena  vezuje za trombocite (Abraham i sar., 

1997).  

Kompleks GPIIb/IIIa, kao receptor, ima vezujuća svojstva samo za stimulisane trombocite. I 

pored toga što je glavni ligand za vezivanje za ovaj receptor fibrinogen, postoji više peptida 

koji sadrže ovu RGD sekvencu i na taj način sprečavaju vezivanje fibrinogena, a time 

onemogućavaju i formiranje tromba.    

Na Slici 1. prikazan je mehanizam delovanja nekih blokatora glikoproteinskog ( GP) IIb/IIIa 

receptora. 

 

 

 

Slika 1. Mehanizam delovanja blokatora glikoproteinskog ( GP) IIb/IIIa receptora.  (Preuzeto 

iz: Jackson i Schoenwaelder, 2003). 
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1.4. Uloga trombocita u procesu koagulacije  

Trombociti su najznačajnije i najmoćnije krvne ćelije uključene u fiziološku hemostazu i 

patološku trombozu. Oni adheriraju na mestu povrede (Shattil i sar., 1980; Levy-Toledano, 

1999). Razumevanje in vivo regulatornih mehanizama i farmakološke modulacije generisanja 

trombina mogu da pomognu u kontroli krvarenja, bez potencijalnog povećanja rizika (Tanaka 

i sar., 2009). Trombocitna adhezija je posredovana plazma proteinima, vWF (von Willebrand-

ov faktor),  tako  da  formiraju  most  između  specifičnih  glikoproteinskih receptora 

GPIb/GPIX (Gawaz i sar., 1999),  lociranih   na   aktiviranim  trombocitima  i  subendotelu 

(Barret i sar., 2008; Brass, 2010; Zhenyu i sar., 2010; Yonugzli i sar, 2014).   

Trombocitna  adhezija propraćena je trombocitnom aktivacijom, izazvana promenom 

konformacije receptora na trombocitnoj površini, za koju oni vezuju fibrinogen i druge 

adhezivne glikoproteine, sa visokim afinitetom. Vezivanje fibrinigena formira most između 

aktiviranih trombocita, čime se pomaže konsolidovanje trombotičnog čepa. Trombocitna 

aktivacija u stvari predstavlja redistribuciju negativno naelektrisanih fosfolipida na 

trombocitnoj površini. Ova prokoagulantna površina sadrži fosfatidilserin i fosfatidilinositol i 

vezuje vitamin K – zavisni koagulacioni fator, kako i faktor X, preko kalcijumovih mostova 

za gama-karboksiglutaminske kiselinske rezidue locirane u ovim faktorima (Phillips i sar., 

1997). Posle aktivacije, trombociti iz granula oslobađaju faktor V. Faktor V i faktor Va  

vezuju se direktno na trombocitnoj površini i predstavljaju visoko afinitetna vezivna mesta za 

faktor Xa.  Aktivirani trombociti sekretuju ADP i formiraju tromboksan A2. To su dve 

supstance koje olakšavaju zgrušavanje, a samim tim i povećanje tromba.  

I kod trombocita, kao i kod ostalih ćelija, proces aktivacije i sekrecije regulisan je promenom 

nivoa cikličnih nukleotida, ulaskom kalcijuma, hidrolizom membranskih fosfolipida i 

fosforilacijom ključnih intracelularnih proteina (Hollenberg i Compoti, 2002). Vezivanje 

agonista, kao što su adrenalin, kolagen ili trombin (Harker i Hanson, 1997) na površini 

trombocita, odnosno vezivanje za trombocitne receptore (Macfarlane i sar., 2001), aktivira dva 

membranska enzima: fosfatidilinozitol i fosfatidilholin. Na početku, mala količina oslobođene 

arahidonske kiseline  konvertuje se u tromboksan A2 (TxA2), koji dalje može da aktivira 

fosfolipazu C. Stvaranje TxA2 iz arahidonske kiseline ide posredstvom enzima 

ciklooksigenaze (COX) (Slika 2).  

Inhibicija sinteze TxA2 smanjuje agregaciju trombocita, što predstavlja osnovu za terapijsku 

primenu acetilsalicilne kiseline, kao kardioprotektivnog leka. Hidroliza membranskog 

fosfolipida fosfatidilinozitol 4,5-bifosfata (PIP2), proizvodi diacilglicerol (DAG) i inozitol  

http://asheducationbook.hematologylibrary.org/search?author1=Lawrence+Brass&sortspec=date&submit=Submit
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trifosfat (IP3), koji imaju presudnu ulogu u metabolizmu trombocita. IP3 pomaže prelazak 

kalcijuma u trombocitni  citosol i potpomaže  fosforilaciju  miozinskih lakih lanaca.  

DAG aktivira proteinsku kinazu C, koja takođe vrši fosforilaciju lakih lanaca miozinske 

kinaze i plekstrana (protein, 47.000-Da).  

Nakon aktivacije, trombociti ispuštaju svoj sadržaj iz granula u plazmu (Fu i Longhurst, 

2002). Oslobođeni ADP vezuje se za specifični purinergički receptor, koji, kada je aktiviran, 

menja konformaciju GP kompleksa IIb/IIIa tako što vezuje fibrinogen i na taj način se spajaju 

susedni trombociti i stvara se hemostatski tromb.  

 

 

Slika 2. Stvaranje TxA2 iz arahidonske kiseline je posredovano enzimom ciklooksigenaze 

 

1.4.1. Sistem koagulacije 

Sistem koagulacije je neophodan u fiziološkim uslovima, spasonosan pri povredi, a može biti 

fatalan u patološkim uslovima (Kostovska, 2003; Kenneth i sar., 2009; Tanaka i sar., 2009). 

 

Spoljašnji put koagulacije 

Na Slici 3. prikazana je simplifikovana shema koagulacijske kaskade, koja započinje od 

tkivnog faktora (TF-unutrašnji membranski protein). Sinteza tkivnog faktora u makrofagama i 

endotelnim ćelijama indukovana je endotoksinima i nekim citokinima (IL-1 i TNF). Glavna 

komponenta spoljašnjeg puta iz plazme je faktor VIIa. On pripada grupi vitamina K - zavisnih 

proteina, jer je za njegovu sintezu u hepatocitima neophodan vitamin K. Koagulacijska  

 

 



13 

Uvod 

 

 

 

kaskada započinje formiranjem kompleksa između TF i faktora VIIa (TF/VIIa). Kompleks 

može da započne koagulaciju bilo faktorom I  (reakcija 1) ili faktorom X (reakcija 2). Obe 

reakcije formiraju faktor Xa, koji dalje produžava koagulaciju sa faktorom Va. Rezultat toga 

je formiranje protrombina, trombina itd. (Furie i Furie, 2008; Kenneth, 2009). 

 

 

 

Slika 3. Simplificirana shema koagulaciske kaskade. Formirani kompleks TF/VIIa započinje 

koagulaciju bilo sa f.IX (reakcija 1) ili sa f.X (reakcija 2). Pri obe reakcije formira se f.Xa koji 

dalje produžava put koagulacije sa f.Va, formiranje protrombina, trombina itd. PL-fosfolipid  

 

 

Unutrašnji put koagulacije 

Unutrašnji put koagulacije  mogao bi se definisati kao koagulacija indukovana komponentama 

koje se nalaze u krvi. Na slici 4 prikazan je unutrašnji put koagulacije. Ovaj put počinje od 

faktora XIa (dimerna serin proteaza) koji aktivira faktor IX nezavisno od faktora VII. 

Aktivacija faktora IX od IXa traži samo prisustvo joniziranog kalcijuma (Ca
2+

) , dok 

aktivacija faktora I  od VIIa (spoljašnji put) pored jonizovanog kalciujuma traži i prisustvo 

TF-a, koji se u fiziloškim uslovima ne nalazi u krvi. Kada se krvni sud ošteti TF deluje 

zajedno sa f.VIIa i fosfolipidima (PL) i konvertira faktor I  u I a. Unutrašnji put obuhvata i 

“kontaktnu” fazu aktivacijom f.XI (od kompleksa f.XIIa/VMka) u f.XIa. Faktor Xia, takođe 

konvertuje faktor I  u I a, a f.I a aktivira f.  u f. a. Faktor  a je aktivna katalitička 

supstanca kompleksa “protrombinaza” (obuhvata i f.Va i PL) i konvertuje protrombin u 

trombin  (Furie i Furie, 2008; Kenneth, 2009 ). 
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Zajednički put koagulacije 

Spoljašnji i unutrašnji put ujedinjuju se stvaranjem faktora Xa. Jednom formirani faktor Xa od 

bilo kog sistema, konvertuje protrombin u trombin i produžava proces koagulacije. Trombin 

cepa fibrinogen i konvertuje f.XIII u f.XIIIa. Faktor XIIIa unakrsno vezuje fibrinski 

koagulum.  

 

 

 

Slika 4. Koagulacijska kaskada: centralnu ulogu igra tkivni faktor (TF), koji se u fiziološkim 

uslovima ne nalazi u krvi.  Kada se ošteti krvni sud, TF zajedno sa f.VIIa i fosfolipidima (PL), 

konvertuju f.I  u f.I a. Unutrašnji put obuhvata i “kontaktnu” fazu aktivacijom f. I (od 

kompleksa f.XIIa/VMKa) u f.XIa (in vivo kontaktni sistem dovodi do fibrinolize i formiranja 

bradikinina – BK). Takođe, f. Ia konvertuje f.IX u f.IXa, a f.IXa aktivira f.X u f.Xa, zajedno 

sa faktorima VIIIa i PL (“tenase” kompleks). F. a je aktivna katalitička supstanca kompleksa 

“protrombinaza” (obuhvata f.Va i PL) i konvertuje protrombin u trombin. Trombin ubrzava 

procese obeležene isprekidanim linijama (Furie i Furie, 2008). 
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1.5. Trombotična oboljenja 

Venske tromboze najčešće se javljaju na donjim ekstremitetima u dubokim venama, ali nisu 

retke i na gornjim ekstremitetima (nakon postavljanja venskih katetera, kanila). Venske 

tromboze u plućima obično su tihe (preko 50% pacijenata sa trombozom dubokih vena imaju 

pulmonalne tromboze), a iste se manifestuju ako se komplikuju inflamacijom ili 

embolizacijom.  

Arterijske tromboze obično se javljaju kao posledica već postojećeg procesa na arterijama 

(arterioskleroza). 

Tromb je sastavljen od fibrina i krvnih ćelija (eritrocita, leukocita i trombocita) (Previtali,  i 

sar., 2011).Arterijski i venski trombovi  razlikuju se po sastavu. Arterijski trombovi  razvijaju 

se u uslovima brzog krvotoka, pa zato sadrže više fibrina i trombocita, dok su venski 

trombovi, koji se formiraju u uslovima sporijeg krvotoka, bogati eritrocitima, leukocitima, 

velikim količinama fibrina i malo trombocita (Kostovska, 2003; José i sar, 2009). 

 

 

1.5.1. Epidemiologija dubokih venskih tromboza i plućnog embolizma 

Venska tromboembolija (VTE) je najčešća vaskularna bolest nakon akutnog infarkta miokarda 

i šloga. Klinički se manifestiruje kao: duboka venska tromboza (DVT) i plućna embolija (PE ) 

(Previtali i sar, 2011). 

Postoji visoka povezanost između dubokih venskih tromboza na donjim ekstremitetima i 

plućnog embolizma. Ovo je potvrđeno u brojnim postmortem studijama. Plućni embolizam 

(PE) je čest i važan razlog iznenadne i neočekivane smrti, naročito kod hospitalizovanih 

pacijenata. DVT i PE su dve kliničke manifestacije, posledice jednog sistemskog procesa - 

tromboze.  

 Poznavanje mehanizma nastanka venskog tromboembolizma (VTE),  važno je za njegovu 

prevenciju, brzu dijagnostiku i pravilno lečenje (José i sar., 2009; Tanaka i sar., 2009) 

Prevencija DVT-a u isto vreme znači i prevenciju PE-a (Reitsma i sar., 2012).  

Detekcija akutne i rane DVT je bitna, pre svega zbog posledica koje ona nosi sa sobom (rizik 

od plućne embolije, hronične venske insuficijencije). Kod ovih patoloških stanja uloga 

trombocita je važna zbog njihove sposobnosti da formiraju agregate, koji nastaju kao 

posledica oštećenja krvnog suda.  

Prema  podacima Nacionalnog instituta za zdravlje (SAD), od 650.000 hospitalizovanih 

pacijenata godišnje sa DVT-om na donjim ekstremitetima, 200.000 umiru od PE-e. Najteže 

komplikacije nastupaju prvog sata posle embolije (Kostovska, 2003; Previtali i sar., 2011). 
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1.6. Dijagnoza dubokih venskih tromboza i plućnog embolizma 

DVT i PE su relativno česta oboljenja koja reaguju na terapiju, ali sa potencijalnim fatalnim 

ishodom za PE-u, ako se ne dijagnostikuje i leči blagovremeno. Savremeni pristup za 

dijagnozu kliničke vidljive venske tromboze, koja se manifestuje velikim i okluzivnim 

venskim trombovima koji  su lokalizovani na proksimalnim venama na donjim 

ekstremitetima, preporučuje egzosonografiju, kao neinvazivnu metodu. U drugim slučajevima, 

kada je u pitanju suspektna rekurentna venska tromboza na ekstremitetima, ista teško može da 

se dijagnosticira, zbog toga što kod preko 50% pacijenata otsusutvuju simptomi. Često se 

postavlja i pogrešna dijagnoza, zbog slične kliničke slike koje daju neka stanja kao: srčani 

edem, ishijalgični bol ili bol u mišićima, limfedem… Dijagnoza je još teža kod rekurentne 

DVT-e, zbog distorzije ili opstrukcije dubokog venskog sistema od prethodnih trombotičnih 

stanja.  

DVT je najčešče  posledica poremećaja venskog sistema, ali se može javiti i kod drugih 

patoloških stanja venskog sistema, koja su takođe rezultat narušene hemostaze. Najteža 

komplikacija koja može da nastane kao rezultat stvaranja tromba u dubokom venskom sistemu 

je  plućna embolija (Kistner i sar., 1972; van Beek i den Cate, 1996; Van der Haijdeni sar., 

2000). 

Da bi se napravio pravilan pristup dijagnozi, da bi se mogla uraditi tačna procena ozbiljnosti i 

obima nastale promene venskog sistema, a samim tim da bi se uradila pravilna procena za 

eventualnu primenu terapije, potrebno je da se tačno razgraniče svi tipovi oboljenja i promene 

koje se javljaju kao rezultat poremećene koagulacije kod pacijenta: hronična venska 

insuficijencija, pojava varikoznih vena, površinska venska tromboza  (na veni safeni). Kod 

svih ovih stanja dijagnostički pristup je  bitan zbog njihovog razgraničenja i diferencijacije. 

Glavni aspekat u dijagnozi venskih poremećaja je razgraničenje akutne od hronične promene, 

kao i promena koje nastaju u dubokom venskom sistemu od promena na površinskim krvnim 

sudovima.  

Detekcija akutne/rane DVT-e  bitna je zbog posledica koje ona nosi sa sobom.  

Kod ovog patološkog stanja uloga trombocita važna je zbog njihove sposobnosti za formiranje 

agregata, kao posledica oštećenja krvnog suda.  

Akutna DVT teško može da se dijagnostikuje na bazi kliničkih parametara, zbog toga što kod 

preko 50% pacijenata izostauju simptomi. Kod ostalih 20-50% pacijenata postoje venografski  

dokazano oboljenje. Često asimpomatska  manifestacija  akutne  DVT-e   zahteva  dopunska  

ispitivanja  da  bi  se potvrdile kliničke pretpostavke.  Kliničkoj  dilemi ide u prilog i činjenica   
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da preko 90% plućnih embolija nastaje kao rezultat DVT-e, kao i da su u  70% slučajeva 

dijagnostikovane tek nakon autopsije, a bez prethodne kliničke slike. 

Ranu dijagnozu DVT na potkolenici je teže postaviti zbog činjenice da je najčešće zahvaćena 

samo jedna od brojnih vena na potkolenici. To znači da se venska krv uredno vraća preko 

preostalih prohodnih vena. DVT na gornjim ekstremitetima nastaje ređe i to najčešče zbog 

učestale upotrebe katetera na subklavikularnim venama. Klinički znaci i komplikacije su 

identične sa onima kod DVT-e na donjim ekstremitetima.  

 

Diferencijalna dijagnoza 

Bol i otok u donjim ekstremitetima može da asocira na prisastvo DVT-e. Isti simptomi se 

javljaju i kod ljudi sa celulitisom, artritisom, limfedemom, varikoznim venama, površinskim 

tromboflebitisom i hroničnom venskom insuficijencijom. 

 

Laboratorisjske tehnike i analize  

Postoji više laboratorijskih tehnika: 

- dijagnoza idiopatske DVT-e, upotrebom visoko specifičnih testova. Na ovaj način 

mogu se detektovati i genetski nedostaci (PCR metoda), 

- određivanje nivoa D-dimera, kao specifičnog dezintegracionog produkta fibrina, 

oslobođenog u cirkulaciju. Niske koncentracije D-dimera u cirkulaciji isključuju rizik  

pojave DVT-e, dok visoke koncentracije nisu uvek indikator  tromboembolijskih 

oboljenja (osim vrednost iznad 500ng/ml) (Lee i sar., 1999), 

- biohemijske analize [određivanje homocisteina, Lp (a)]. 

 

Vizuelizacione metode 

Postoji više tehnika i metoda za vizuelizaciju DVT-e: kompresivni ultrazvuk (neinvazivna 

tehnika sa senzitivnošću od 95-99%), intravaskularni ultrazvuk (invazivna metoda, najčešće 

korišćena za vreme koronarne angiografije), Dupplex ultrasonografija, agresivna kontrasna 

venografija (injektiranje kontrastnog sredstva u dorzalnu venu stopala predstavlja  invazivan i 

bolan metod), venografija i venska ultrasonografija, magnetno rezonantna angiografija (ne 

spada u često primenjivane rutinske dijagnostičke metode) (Hirsh i Lee, 2002). Ultrazvuk je 

prepoznatljiv kao vrlo precizan dijagnostički metod, kada simptomatologija pacijenta sugeriše 

postojanje akutne venske tromboze donjih ekstremiteta (DiVittorio i sar., 2002). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DiVittorio%20R%5Bauth%5D
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Nuklearno medicinske tehnike  

Nuklearna medicina, zajedno sa tehnikama za radionuklidnu vizuelizaciju, koristi visoko 

specifične molekule, obeležene radionuklidima, koji se, zbog povoljnih fiziko-hemijskih 

osobina,  mogu primeniti u dijagnostičkim postupcima (Andrew i Heaton, 1987; Basse-

Chathalinat i Tendero, 2001;  Dixon i sar., 2001).  Ona zauzima jedinstveno mesto u proceni 

različitih oboljenja zbog visoke senzitivnosti za detekciju  malih količina biološki važnih 

supstanci. U metode koje se koriste za dijagnozu i detekciju DVT-a, mogu se ubrojiti: 

-  Vizuelizacija pomoću radioaktivno-obeležanog fibrinogena sa radioaktivnim 

jodom131, čija upotreba datira još od 60-tih godina prošlog veka (Schaible i Alavi, 

1991). 

- Perfuziona scintigrafija – najeksplotiraniji metod u nuklearnoj medicini za 

vizuelizaciju plućne vaskularne mreže, koja koristi makroagregiran serum albumin 

(MAA) obeležen tehnecijumom-99m. Ona je još uvek jedini postupak koji se smatra 

urgentnim u nuklearnoj medicini i predstavlja prvi izbor kod akutnih embolija. 

- Radionuklidna venografija - veoma eksploatirana metoda u nuklearnoj medicini, gde 

se kao radiofarmaceutik koristi isto tako MAA - tehnecijum-99m. 

- Radionuklidna vizuelizacija aplikacijom nove generacije nuklearno-medicinskih 

tehnika. One se pre svega razvijaju u smeru da pokažu biološke osobine obolelog tkiva 

Sampson, 1996; Kearon i sar., 1998; Ried, 2001; Schmitz i sar., 2001; Scherer i sar., 

2002; Linnemann i sar., 2008; Hayward i sar., 2010; Tomiyama, 2014). 

 

Radionuklidna vizuelizacija primenom radiofarmacutika 

Upotrebom radiofarmaceutika koji po sastavu  mogu biti neorganskog ili organskog porekla, 

obeleženi i kompleksirani  radioaktivnim izotopima (najčešće Indijum [111In] ili Tehnecijum 

[99mTc]. Više od 15 godina radiofarmaci peptidnog porekla, mali peptidi, antitela u 

radioaktivnom obliku, koriste se za diferencijaciju promena kao i za razlikovanje malignih  od 

benignih promena u plućnom regionu. Ovi preparati, preko praćenja nastalih specifičnih 

patofizioloških promena (ćelijska aktivacija, apoptoza, ekspresija receptora) daju informaciju 

o biohemijskom procesu koji želimo da pratimo (Wasser, 1989; Wasser i Pauwels, 1990).  

U vreme pojave GPIIb/IIIa antagonista, kao lekova u kardiologiji, javio se interes da se oni i 

njima slični lekovi koriste kao potencijalni radiofarmaceutici, i da zamene metodu korišćenja 

radioaktivno obeležanih autolognih trombocita.  Pojavili su se radioaktivni peptidi 

obeležavani  Tehnecijumom (99mTc) kao apcitide – Diatide, pokušaji obeležavanja c7E3 Fab 

antitela  (abciksimab),  kao  i  malih  peptidomimetika  koji   prepoznavaju   specifično  mesto  
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vezivanja fibrinogena preko RGD sekvence (Arg-Gly-Asp), kao tirofiban i eptifibatid. Jedini 

komercijalni   preparat   –   apticide   nije   mogao   da   pruži   željene   rezultate  u    detekciji  

tromboembolijskih promena verovatno zbog   hemijskog  sastava i  poteškoća  stvaranja 

stabilnog  radioaktivnog  kompleksa  (Knigh i sar., 1999; Taillefer, 1999; Klem i sar., 2000;  

Mitchel i sar., 2000; Thakur i sar., 2000; Ciborowski i Tomasiak, 2009). 

Upotrebom modifikovanog rekombinantnog tkivnog plazminogena, obeležanog  

tehnecijumom [
99m

Tc rt-PA], može da se dijagnosticira akutna DVT-a i kod simpotmatskih i 

kod nesimptomatskih pacijenata, naročito kod onih koji imaju takozvanu sekundarnu epizodu, 

posle 12 do 24 meseca od primarnog dijagnosticiranja (Janssen i sar., 2001). U isto vreme 

ovaj kompleks može biti i pokazatelj starosti tromba. Pozitivan nalaz 
99m

Tc rt-PA pokazuje da 

tromb nije stariji od 30 dana. 

Svi dosad korišćeni radioaktivni preparati za dijagnozu DVT-e dali su visok doprinos za što 

efikasnije i blagovremenije dijagnostikovanje ranih i akutnih faza ovog oboljenja. U isto 

vreme daju nam uvid i u biološke karaktersitike formiranog tromba. To je  razlog zbog kojeg 

je sve aktuelnija potreba za proširenjem palete radioaktivnih preparata, koji svojim fiziko-

hemijskim karaktersitikama odgovaraju za primenu kod ljudi u postavljanje dijagnoze rane 

DVT-e. 

Strategija za proširenje grupe radioaktivnih preparata za detekciju DVT-e ide u smeru 

upotrebe radioaktivno obeležanih antagonista GPIIb/IIIa receptora, koji su visoko specifični 

za vezivanje za aktivirane trombocite, a time za detekciju rane DVT-e.     

U prilog ovome  postavljena je i hipoteza u upotrebi farmakološki aktivnih preparata, 

inhibitora GPIIb/IIIa receptora, u malim dozama, obeleženim radioaktivnim izotopima. Na 

ovaj način zadržava se visoki afinitet i specifičnost vezivanja za receptore, ali pri tom ne 

izazivaju antiagregacioni (terapijski) efekat. U tome je njihova prednost, jer  se mogu 

upotrebiti samo za vizuelizaciju mesta gde je nastala promena (Lister-James i sar., 1996; Liu i 

sar., 1997). 
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1.7. Inhibitori GPIIb/IIIa receptora 

Trobocitni glikoproteinski IIb/IIIa (GPIIb/IIIa) receptor predstavlja ključnu komponentu u 

procesu trombocitne agregacije, a time i ciljno mesto za terapijsku intervenciju (Coller i 

Shattil, 2008; Lippi i sar., 2011; Coller, 2014).  

Postoje nekoliko klasa inhibitora GPIIb/IIIa receptora (Fintel, 2001; Hirsh, 2001; Joel 2001) 

koji inhibiraju trombocitnu funkciju u fazi njihovog agregiranja, preko zauzimanja 

fibrinogenskih mesta za vezivanje (Coller, 1997; Neumann i sar., 2001; Seifferd i sar., 2002). 

Ovde spadaju: 

1) monoklonska antitela – abciksimab koja imaju Fab fragment čiji je varijabilni 

region od pacova, a konstantni region je humanog porekla (Ferguson i sar., 1998; 

Ferguson, 2002; Saltzman i sar., 2010) 

2) RGD ciklični peptidi – eptifibatid  

3) Nepeptidni inhibitori GPIIb/IIIa receptora (peptidomimetici) – tirofiban  

(Aggrastat, Merck) 

Tirofiban , eptifibatid i abciksimab su tri GPIIb/IIIa inhibitora odobrena za upotrebu u SAD 

(King i sar., 2016). 

 

1.8. Tirofiban 

Tirofiban (N-(butilsulfonil)-4-O-(4-(4-piperidil)-L-tirozin), prikazan na Slici 5. To je 

nepeptidni tirozinski derivat, visoko selektivan, kratkodelujući inhibitor fibrinogenskog mesta 

vezivanja za trombocitni glikoproteinski receptor IIb/IIIa. Kao molekul sa malom molarnom 

masom tirofiban ima veliku prednost, kako u postupku za njegovo obeležavanje radioaktivnim 

izotopima, tako i pri njegovoj aplikaciji u organizam, bez opasnosti od pojave imunoloških 

reakcija nakon primene. Takođe, bitan parametar je i njegova brza eliminacija iz organizma 

(Cook i sar., 1999; Cho, 2000; Ali i sar., 2000; Abulencia i sar., 2001; Jagroop i Mikhailidis, 

2008; Fitzgerald i Fitzgerald, 2013).  

 

 

                                                Slika 5. Hemijska struktura tirofibana 
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1.8.1. Mehanizam delovanja tirofibana 

Tirofiban-hidrohlorid (tirofiban) je nepeptidni antagonist GP IIb/IIIa receptora, najvažnijeg 

receptora na površini trombocita koji je uključen u proces agregacije trombocita. Tirofiban 

sprečava vezivanje fibrinogena za GP IIb/IIIa receptore i na taj način onemogućava agregaciju 

trombocita (Hiramatsu i sar., 1997; Sorensen i sar., 1998; Hirsh i Weitz, 1999; Ciborowski i 

sar., 2008; Chang i sar., 2015). Tirofiban koči funkcije trombocita što je dokazano njegovom 

sposobnošću da ex vivo inhibira agregaciju trombocita indukovanu ADP-om i da produži 

vreme krvarenja. Funkcija trombocita se vraća na normalu u periodu od 8 sati nakon prekida 

uzimanja leka (Vickers i sar., 1999). Inhibicija zavisi od koncentracije tirofibana u plazmi 

(Zhao i sar., 2008). 

 

1.8.2. Farmakodinamski efekti  

Pri primeni 0,4 mikrograma/kg/min infuzije tirofibana datog u kombinovanoj terapiji sa 

nefrakcionisanim heparinom i ASA-om, tirofiban je doveo do inhibicije ex vivo agregacije 

trombocita indukovane ADP-om za više od 70% (srednja vrednost od 89%) kod 93% lečenih 

pacijenata i produženja vremena krvarenja 2,9 puta tokom infuzije. Inhibicija je postignuta 

ubrzo  nakon  udarne doze  infuzije  u trajanju  od 30 minuta  i održavana  je  tokom trajanja 

infuzije. Primena bolus doze tirofibana od 25 mcg/kg (nastavljene 18-24 sata infuzijom 

održavanja brzinom 0,15 mcg/kg/min) u kombinaciji sa nefrakcionisanim heparinom i oralnim 

inhibitorima agregacije trombocita, dovela je do prosečne ADP-indukovane inhibicije 

maksimalne agregacije od 92% do 95% mereno svetlosnom agregometrijom (LTA), 15 do 60 

minuta nakon početka primene. Obim ove inhibicije srazmeran je koncentraciji tirofibana u 

plazmi (Jayasundera i sar., 1999; Loredana i sar., 2013; King i sar., 2016). Kod pacijenata sa 

malim rizikom, koji loše reaguju na standardne oralne inhibitore trombocita (aspirin ili 

klopidogrel), inhibicije trombocita sa tirofibanom smanjuje učestalost infarkta miokarda 

nakon koronarne intervencije (Valgimigli i sar., 2009). 

 

1.8.3. Farmakokinetički podaci  

 

Distribucija  

Tirofiban  ne vezuje se u značajnoj meri za proteine plazme, a vezivanje za proteine je 

nezavisno od koncentracije leka u opsegu od 0,01 do 25 mcg/mL. Nevezani deo leka u plazmi 

čoveka iznosi 35%. Volumen distribucije tirofibana u ravnotežnom stanju je oko 30 litara. 

(Cook i sar., 1999; Kondo i Umemura, 2002). 

http://circ.ahajournals.org/search?author1=Marco+Valgimigli&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kondo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11929319
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Biotransformacija 

Ispitivanja sa 
14

C obeleženim tirofibanom pokazala su prisustvo radioaktivnosti u urini i 

fecesu, koje je uglavnom vodilo poreklo od nepromenjenog tirofibana. Radioaktivnost 

zabeležena u plazmi najvećim delom potiče od nepromenjenog tirofibana (do 10 sati nakon 

davanja leka). Ovi podaci ukazuju na ograničeni metabolizam tirofibana (Cook i sar., 1999; 

Kondo i Umemura, 2002). 

 

Eliminacija  

Nakon intravenske primene 
14

C obeleženog tirofibana zdravim dobrovoljcima, 66% 

radioaktivnosti uočeno je u urini, a 23% u fecesu. Ukupno izlučivanje radioaktivnosti bilo je 

91%. Izlučivanje putem bubrega i žuči značajno doprinosi eliminaciji tirofibana. Kod zdravih 

dobrovoljaca plazma klirens tirofibana je oko 250 mL/min. Bubrežni klirens iznosi 39-69% 

klirensa plazme. Poluvreme eliminacije je oko 1,5 sati (Cook i sar., 1999; Kondo i Umemura, 

2002). 

 

1.8.4. Predklinički podaci o bezbednosti leka 

Predklinički podaci zasnovani na konvencionalnim ispitivanjima bezbednosne farmakologije, 

toksičnost posle ponovljenih doza i genotoksičnost nisu ukazali na postojanje posebne 

opasnosti od primene leka kod ljudi. Predklinička in vivo farmakologija tirofibana najobimnije 

je opisana kod psa  (Cook i sar., 1999).  Ispitivanja na ženkama i mužjacima pacova 

intravenskom primenom  doza do 5 mg/kg/dan  tirofiban-hidrohlorida, nisu pokazala uticaj na 

fertilitet i reproduktivnost. Ove doze su oko 22 puta više od maksimalno preporučene dnevne 

doze kod ljudi. Međutim, ispitivanja na životinjama nisu dovoljna da bi se izveo zaključak o 

reproduktivnoj toksičnosti leka kod ljudi. Tirofiban prolazi kroz placentu kod pacova i kunića. 

Na pacovima je tretrirana optimalna koncentracija tirofibana za regulisanje stepena reperfuzije 

miokarda (Chang i sar., 2015).   

 

 

1.8.5. Klinička efikasnost i bezbednost  

Na bazi izvedenih šest kliničkih studija određena je efikasnost i bezbednost tirofibana kod 

pacijenata sa akutnim koronarnim sindromom (nestabilna angina/infarkt miokarda), kod kojih 

su glavne karakteristike produženi ili ponovljeni simptomi kardijalne ishemije (Kereiakes i 

sar., 1996, Chang i sar., 2015).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kondo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11929319
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kondo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11929319
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Primenu  tirofibana u velikoj dozi (25 mg, bolus), tokom PCI-a, inicirao je Schneider. On je 

komparirao visoke doze bolus tirofibana sa dvostrukim preporučenim dozama eptifibatida i 

pokazao superiornost tirofibana (Schiariti i sar., 2011). Naredne studije pokazale su 

suboptimalanu inhibiciju trombocita u toku prva 2 sata nakon i.v. bolus administracije GP 

(Valgimigli i sar., 2012). Osnovne komplikacije ove terapije  bili su krvarenje i 

trombocitopenija (Ji i Hou, 2011). 

Na osnovu rezultata kliničkih ispitivanja može se zaključiti da je tirofiban klinički efikasan i 

veoma bezbedan u propisanim dozama, što nam daje za pravo da razmišljamo o njegovom 

markiranju radioaktivnim izotopima i upotrebom kao bezbednog radiofarmaceutika za 

vizuelizaciju DVT-e, u manjim dozama koje neće imati farmakoterapijski efekat (Zhenxian i 

sar., 2009; Yang i sar., 2015). 

Tirofiban, po svom sastavu, je mala molekula koja podseća na tirozin. Zbog sličnosti sa 

tirozinskom molekulom, rodila se ideja za njegovo obeležavanje  radioaktivnim izotopom, sa 

istim pristupom koji koristimo i za obeležavanje tirozina. Efikasnost obeležavanja tirofibana 

zavisi od niza faktora, pre svega od karakterisitika samog  nuklida kojeg koristimo za 

obeležavanje, kao i načina njegovog inkorporiranja u proteinski molekul. Pored fizičkih 

faktora (T1/2 i energije zračenja radionuklida), bitan faktor je i namena preparata. Ukoliko nam 

je  cilj da dobijemo preparat namenjen za dijagnostiku, onda je potreban visoki fotonski 

denzitet da bi postigli visoku rezuluciju, neophodnu za vizuelizacione studije (gama emiter). 

Jačina fotonske energije upotrebljenog radionuklida treba da bude prilagođena sistemima za 

detekciju (gama kamerama), dajući pri tome minimalnu tkivnu apsorpciju. Idealna energija 

gama emisije koja se efikasno  detektuje gama kamerom je između 100 i 200 keV. Takođe, 

preparat namenjen za aplikaciju u živi organizam treba da ispunjava i druge kriterijume kao 

što su: osnovni kriterijumi za kvalitet, sterilnost, apirogenost, hemijsku i radiohemijsku 

čistoću, in vitro i in vivo stabilnost. 

99mTc-Tehnecijum je jedan od najupotrebljivanijih radionuklida u nuklearno-medicinskim 

vizuelizacionim studijama. Izvanredne karakteristike ovog radioaktivnog izotopa – čisti gama 

emiter sa energijom zračenja od 140 keV i vreme poluraspada od 6 sati (dovoljno dugo da bi 

se napravile potrebne studije sa minimalnom radijacionom dozom koja se aplikuje pacijentu), 

idu u prilog njegove upotrebe. Lako je dostupan u svakoj prilici, zato što se dobija 

svakodnevno koristeći molibden [99Mo] generatorski sistem u niskim koncentracijama i 

visokom specifičnom radioaktivnošću. 
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Tirofiban se reverzibilno vezuje za GPIIb/IIIa receptore na isti način kao što se vezuje i 

fibrinogen, a može se videti samo u aktivnom ugrušku. Ovaj fenomen pokazuje razliku 

između akutnog i hroničnog ugruška, pri upotrebi radiofarmaceutika. Obeležavanjem 

tirofibana sa radioaktivnim izotopom 99mTc-Tehnecium-a , kao optimalnim gama emiterom, 

podobnim za dijagnostičku upotrebu, mogle bi se detektovati patološke promene krvnih 

sudova, identifikovati lokalizacija tromba i odrediti morfološke karakteristike tromba (Cook i 

sar., 1999).   
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 
 

 
Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje potencijala tirofibana (antagonist trombocitnih 

GPIIb/IIIa receptora) kao radiofarmaceutika i mogućnosti njegove primene za vizuelizaciju 

rane duboke venske tromboze. 

Ovo bi se postiglo obeležavanjem tirofibana sa radioaktivnim izotopom 99mTc-

tehnecijum, kako optimalnim gama emiterom podobnim za dijagnostičku upotrebu.   

Upotrebom radioaktivno obeleženog tirofibana mogle bi se detektovati patološke promene 

krvnih sudova, identifikovati lokalizacija tromba i odrediti morfološke karakteristike 

tromba. 

Tirofiban, kao nepeptidni GPIIb/IIIa antagonist, ima značajnu prednost u odnosu na ostale 

GPIIb/IIIa ligande, zbog specifičnih karakteristika. 

Sa namerom da se ova dijagnostička metoda primenjuje u budućnosti kod humane 

populacije, sva ispitivanja su rađena na eksperimentalnom animalnom modelu, koji bi 

trebao da pomogne u određivanju i determinisanju osnovnih i važnih parametara, 

neophodnih i bitnih za uvođenje jedne nove dijagnostičke procedure. 

 

Na osnovu priloženog, cilj našeg istraživanja je: 

1. Uvođenje metode za radioaktivno obeležavanje tirofibana  tehnecijumom-99m, kao 

potencijalnog radiofarmaceutika za detekciju tromboembolijskih promena.  

2. Određivanje  limita detekcije, odnosno najmanje koncentracije tirofibana koja 

nema terapijsku efikasnost, uz očuvani afititet za GP IIb/IIIa receptore, koristeći in 

vitro agregacione studije na trombocitima.  

3. Postavljanje eksperimentalnog animalnog modela duboke venske tromboze.  

Praćenje farmakokinetike 99mTc–tirofibana nakon aplikacije, biodistribucione i 

vizuelizacione studije za njegovu potvrdu kao radiofarmaceutika za detekciju 

tromboembolijskih promena.
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3. MATERIJAL I METODE 

 

 

3.1. Uvođenje metode za radioaktivno obeležavanje tirofibana  99mTc-tehnecjiumom  

 

 

Tirofiban – GP IIb/IIIa inhibitor (Merck ser. 000700462-006X027) 

 

99mTc-tehnecijum  

99mTc-tehnecium dobili smo korišćenjem Mo99/99mTc generatorskog sistema, 

ELUMATIC III, 99mTc-tehnecijum generator – CIS-bio (IBA – Francuska), 16 GBq, kao 

rastvor natrijum-pertehnetata u 0,9% natijum hloridu, sa aktivnošću od 16 GBq (432mCi). 

Eluat koji je korišćen bio je u volumenu od 5 ml i specifičnom aktivnošću 370 – 555 MBq. 

 

3.1.1. Priprema radiofarmaceutskog preparata u obliku liofilizovanog kita za 

obeležavanje 

Metoda za pripremu i formulaciju preparata koji sadrži tirofiban kao radiofarmaceutik za 

obeležavanje sa 99mTc-tehnecijumom sastoji se u tome da se tirofiban  kompleksira 

korišćenjem dietilen-triamin-pentasirćetne kiseline (DTPA) i stabilno ugradi u  molekul 

(Lister-James i sar., 1996; Pearson i sar., 1996). Kalaj-hlorid (SnCl2)  korišćen je kao 

sredstvo za redukciju 99mTc-tehnecijuma.  Molarni odnos tirofibana i kalaj-hlorida je 2:1 

(20nmol:10nmol). Priprema radiofarmaceutskog preparata vršena je u atmosferi azota, 

procesom liofilizacije. Korišćen je liofilizator Labconco Free Zone Stoppering Tray Dryer, 

USA. Protokol za liofilizaciju  koristio je direktno smrznjavanje na početnoj temperaturi 

od -40°С. Vreme celog procesa liofilizacije  bilo je 23 sata od početka, uključujući 

dijagram programa koji je imao primarno smrzavanje 1 sat na -40°С, porast temperature 

od -40°С до -15°С sa brzinom od 0,20°C/min, ponovno hladjenje na -40°С i zadrškom od 

2 sata. Primarno sušenje je sprovedeno na temperaturi od -10°C sa brzinom zagrevanja od 

0,15°C/min. Sekundarno sušenje na temperaturi od 25°C sa brzinom zagrevanja od 

0,15°C/min i vakumom od 0,280 Torra. 

Gotovi preparati zatvoreni  čuvani su na temperaturi od 2-6°C u frižideru i bili su 

korišćeni za obeležavanje sa 99mTc-tehnecijumom. 
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3.1.2. Obeležavanje tirofibana upotrebom radioaktivnog izotopa 99mTc-tehnecijuma 

Obeležavanje tirofibana sa tehnicijumom u obliku pertehnetata (NaTcO4),  rađeno je na 

liofiliziranom preparatu. Obeležavanje se izvodilo u sterilnim uslovima dodavanjem 

99mTc-tehnecijuma u obliku pertehnetata [99mTcO4
-
] sa aktivnošću od 10-15 mCi (370-

555MBq). Inkubacija preparata  bila je 15 minuta na sobnoj temperaturi sa povremenim 

mešanjem.  

Nakon obeležavanja, a pre aplikacije preparata, bio je određen procenat vezivanja preko 

postupka za kontrolu radiohemijske čistoće, kao i eventualno prisustvo neželjenih, 

propratnih kompleksa koji su nastali za vreme postupka za obeležavanje tirofibana. 

 

3.1.3. Kontrola kvaliteta obeležanog radioaktivnog preparata (99mTc-tirofiban) 

Kontrola je vršena upotrebom TLC traka (TLC Aluminum Sheets, EMD/Merck KGaA) od 

20cm. Kao rastvarač (mobilna faza) korišćen je 95%-ni aceton. Nakon razvijanja i sušenja 

trake merili smo radioaktivnost pomoću skenera (Veenstra Instrument B.V. VCS-103 

V1.06),  programom za direktno očitavanje i vizuelizaciju hromatograma. Na taj način  

potvrđena je distribucija radioaktivnosti celom dužinom trake i definisana raspodela. 

Određivanje radionuklidne čistoće radili smo pomoću doznog kalibratora (Comecer). 

 

3.1.4. Stabilnost obeležanog preparata 

Stabilnost obeležanog preparata  praćena je i određivana je u periodu od  obeležavanja do 

6. časa nakon njegovog obeležavanja. Ovo je rađeno zbog kratkog poluživota izotopa 

99mTc-tehnecjiuma od 6 časova, a i zbog činjenice da preparat u tom vremenskom 

periodu podleže reakcijama oksidacije i hidrolize, stvarajući pri tome  propratne produkte, 

nepoželjne za aplikaciju. Stabilnost preparata  praćena je korišćenjem metode za 

određivanje radiohemijske čistoće i frakcije slobodnog 99mTc-tehnecijuma pertehnetata, 

kao indikatora za stabilnost radioaktivnog kompleksa tirofibana. 
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3.2. In vitro  agregacione studije na trombocitima   

 

Određivanje najmanje koncentracije tirofibana bez terapijskog efekta, uz očuvani afinitet 

za GP IIb/IIIa receptore 

 

In vitro agregacione studije radili smo sa  neradioaktivnim tirofibanom na trombocitima, 

koristeći različite koncentracije ADP-a, kako bi odredili najmanju koncentraciju  ADP-a  

koja će uzrokovati maksimalnu agregaciju trombocita i različite koncentracije tirofibana, 

kako bi odredili najmanju koncentraciju tirofibana koja neće imati terapijski efekat 

(antiagregaciona svojstva), a u isto vreme zadržaće afinitet da se veže za GP IIb/IIIa 

receptore.   

 

3.2.1. Uzimanje krvi i izolacija trombocita iz krvi   

U špric, u kome se nalaze ACD kao antikoagulans i Plasmasteril (6% hydroksietil skrob) 

kao sredstvo za sedimentaciju, pažljivo se uzima krv. Odnos ACD : Plasmasteril : krv 

treba da bude 1 : 0.5 : 5, da bi se postiglo efikasno odvajanje trombocita i sprečila 

koagulacija krvi za vreme tretiranja. Uzeta krv  odmah se centrifugira 10 min na 180 g. 

Nakon centrifugiranja od sedimentiranih eritrocita izdvaja se plazma bogata trombocitima 

(PRP – platelet reach plasma). U zasebnoj epruveti dodaje se ACD (1 volumen ACD na 10 

volumena PRP) i centrifugira 10 minuta na 1000 g. 

Posle centrifugiranja  izdvaja se plazma oslobođena od ćelija (CFP – cell free  plasma) i 

čuva se u zasebnoj epruveti, da bi se upotrebila ponovo pri resuspendovanju trombocita. 

Ovako dobijeni talog od trombocita (trombocitni koncentrat), sa tačno određenom 

koncentracijom (brojem trombocita u jedinici voluma) bio je koriščen za dalja in vitro 

ispitivanja. Broj trombocita koji je korišćen, bio je 360 x 10
6
/ml – 550x10

6
/ml. 

 

3.2.2. Određivanje sposobnosti indukovane agregacije pomoću agoniste (ADP)     

          (Kulkarni i sar., 2000; Louwes i sar., 2002) 

Određivanje sposobnosti agregacije (spontana i indukovana) izvođena je na trombocitima 

dobijenim  po prethodno opisanom  protokolu  za odvajanje i izolaciju  trombocita. I pored 

činjenice da je najbolje kada se trombociti resuspenduju u CFP, a ne u nekom veštačkom 

medijumu, zato što CFP u sebi sadrži sve normalne plazma proteine i nema potrebe za 

dodavanjem  nikakvih  trombocitno  aktivacionih   faktora,  ipak    imajući   u   vidu  da su   
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trombociti dobijeni iz krvi koja je uzeta u prisustvu ACD-a kao antikoagulansa, odlučili 

smo  da  ih   prvo  isperemo  fiziološkim  rastvorom i dalje da ih resuspendujemo u  

fiziološkom rastvoru,  da bi sačuvali izotoničnost i sprečili eventualnu kontaminaciju. U 

isto vreme, trombocitnoj masi koja je izolovana koristeći ACD i PRP u odnosu 1:10, 

dodaje se 10% rastvor kalcijuma (CaCl2), tako da finalna koncentracija kalcijuma u 

ispitivanim uzorcima bude 0,1 mol. Dodavanje kalcijuma je neophodno zbog toga što je 

on potpuno ili delimično imobiliziran zbog prisustva ACD-a. 

Na 450-475 µl trombocitne mase dodavali smo  25 µl ADP rastvora sa različitim 

koncentracijama (1x10
-6

 mol/L, 2.5x10
-6

 mol/L, 5x10
-6

 mol/L, 7.5x10
-6

 mol/L, 5x10
-5

 

mol/L i 1x10
-4

 mol/L). Proces agregacije pratili smo pomoću agregometra maksimalne 

voltaže od 25 mA. Postupak se odvijao u tri faze: 

1) Dobijanje bazne linije, preko određivanja “0” tačke voltaže , merenjem CFR-a. 

2) Merenje voltaže PRP-a, da bi dobili maksimalnu vrednost voltaže. 

3) Određivanje agregacione sposobnosti izolovanih trombocita u prisustvu 

kalcijumovih jona, uz dodavanje različitih koncentracija ADP-a. 

 

3.2.3. Određivanje inhibitornog efekta tirofibana na agregaciju trombocita  

          (Smith i sar., 1999; Holmes i sar., 2001; Simon i sar., 2001) 

Određivanje inhibitornog efekta tirofibana na agregaciju trombocita odvijao se u istim 

uslovima i na isti način kao i postupak za određivanje sposobnosti agregacije trombocita u 

prisustvu različitih koncentracija ADP-a. U ovom slučaju koristili smo različite 

koncentracije tirofibana da bi utvrdili najmanju koncentraciju tirofibana koja nema 

antiagregatski efekat. Paralelno smo ponovili  i ispitivanje uticaja različitih koncentracija 

ADP-a   (1x10
-6

 mol/L,   2.5x10
-6

 mol/L,   5x10
-6

 mol/L,   7.5x10
-6

 mol/L,   5x10
-5

 mol/L  i  

1x10
-4

 mol/L) na sposobnost agregacije trombocita, da bi dobili krivu agregometara koja  

prikazuje inhibitorne efekte tirofibana.  

 

3.2.4. Određivanje efekta ADP-a na agregaciju trombocita 

Određivanje saturacionog vezivanja tirofibana za aktivirane trombocite od PRP  izvođeno 

je na isti način kao i kod normalnih (inaktivnih) trombocita, sa prethodno radioaktivno 

obeležanim tirofibanom  tehnecijumom-99m. Određivanje je rađeno na humanim 

trombocitima izolovanim na isti način po prethodno opisanom  protokolu za odvajanje i 

izolaciju trombocita (Tačka 3.1.1). Aktivacija trombocita  vršena je upotrebom 
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ADP-a i trombina u koncentracijama koje su dovoljne da se formira fibrinski ugrušak, pri 

inkubaciji od 30 minuta na 37
o
C u vodenom kupatilu. Nakon inkubacije, u reakcionu 

smešu dodaje se obeležani tirofiban (55MBq/05ml), 0.9% rastvor NaCl (0,5ml)  i 

reakciona smeša  ponovo se inkubira 5 minuta na 37
o
C u vodenom kupatilu. Posle 

inkubacije ugrušci se centrifugiraju 8 minuta na 1500g, odvajaju se od supernatanta i meri 

se radioaktivnost koristeći dozni kalibrator (Knight i sar., 1997; Hezard i sar., 2001). 

Na bazi izmerene radioaktivnosti filtera, koja odgovara onoj za normalne (inaktivne) 

trombocite, i radioaktivnosti dodate na početku u reakcionu smešu, određuje se procenat 

vezivanja. Preko određivanja koncentracije dodatog i vezanog radioaktivnog tirofibana 

određuje se optimalna koncentracija za saturaciju receptora (Knežević i sar., 1996). 

 

3.2.5. Određivanje efekta tirofibana na agregaciju trombocita 

Određivanje saturacionog vezivanja tirofibana za trombocite iz PRP izvođeno je pomoću 

radioaktivno obeležanog tirofibana sa tehnecijumom-99m, na citratnu humanu krv, bez 

dodavanja drugih antikoagulansa (5ml krvi sa 0,5ml Na-citrata). Krv smo centifugirali 10 

minuta na 150g.  PRP je bila odvojena u  njoj je određen broj trombocita korišćenjem 

mikroskopa. Postupak određivanja saturacionog vezivanja tirofibana za trombocite iz 

PRP-a bio je takav da je u reakcionu epruvetu redom dodavano:      

1) 810 µl  0.9% rastvora NaCL 

2) 40 µl radioaktivnog tirofibana sa tačno izmerenom radioaktivnošću. Koncentracija 

je bila određena i sa  specifičnom radioaktivnošću od 8MBq/ml i 

3) 50 µl RPR (broj trombocita oko 2x108
) 

Smeša se inkubirala 10 minuta na sobnoj temperaturi (ne većoj od 22
o
C). Nakon 

inkubacije u reakcionu smešu dodavan je različiti volumen ADP-a (koncentracija 

10µmol/L), posle čega se  ponovo inkubira 10 minuta na sobnoj temperaturi.  

Posle druge inkubacije trombociti se filtriraju kroz filter (Whatman No.1), prethodno 

potopljen i čuvan 30 minuta u 0.2% polietilenaminu. Filter se odmah ispira tri puta 

upotrebom 5 ml ledenog 0.9% rastvora NaCl i meri se radioaktivnost filtera pomoću 

doznog kalibratora. 

Na bazi izmerene radioaktivnosti filtera, koja odgovara onoj za normalne (inaktivne) 

trombocite i radioaktivnosti dodate na početku u reakcionu smešu, određuje se procenat 

vezivanja. Preko određivanja koncentracije dodatog i vezanog radioaktivnog tirofibana 

određuje se optimalna koncentracija saturacije receptora (Knežević i sar., 1996). 
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3.2.6. Određivanje optimalne koncentracije radioaktivno obeleženog tirofibana za 

dijagnostiku 

Optimalna koncentracija radioaktivno obeleženog tirofibana za dijagnostiku, bez 

terapijskog efekta,   određena je tako što je rastvor obeležanog tirofibana sa tehnecijumom 

- 99m (u proseku 55MBq/05ml) bio inkubiran sa rastućom koncentracijom inaktivih 

(normalnih) trombocita (10
7
-10

8
 trombocita/ml) 

Nakon inkubacije trombocitna suspenzija  filtrira se kroz filter (Whatman No.1), 

prethodno potopljen i čuvan 30 minuta u 0.2% polietilenaminu. Filter se odmah ispira tri 

puta sa po 5 ml ledenog 0.9% rastvora NaCl i meri se radioaktivnost filtrera koristeći 

dozni kalibrator. 

 

3.3. Postavljanje eksperimentalnog animalnog modela duboke venske tromboze  

Formiranje tromba je komplikovani proces koji uključuje više mehanizama. Ceo niz 

stimulusa mogu aktivirati trombocite i/ili koagulacioni sistem i inicirati trobmocitnu 

agregaciju (Lewis i Westwich, 1978; Barrett i sar., 1996; Lambrecht, 1996). Pri ovom  

procesu fibrinogen prolazi u nerastvorljivi fibrin i dovodi postepeno do stvaranja 

intravaskularnog ugruška (Herbert i sar., 1992; Jeske i sar., 1997; Shap i La Regime, 1998; 

Hennan i sar., 2002; Mapara i sar., 2012).    

Prvi model tromboze je opisan 1856 godine (Robert Virchow). U tom modelu on je 

predložio tri kauzalna faktora koja vode do tromboze, sada poznate kao Virchow-a trijada: 

- opstrukcija protoka krvi 

- promene  osobina krvnog sadržaja 

- alteracije u unutrašnjosti krvnih sadova. 

Ovi principi  korišćeni su dosada od mnogih istraživača pri postavljanju i razvoju in vivo 

modela tromboze. Uglavnom su u modelima bili koriščeni najefikasniji mehanizmi koji 

vode do brzog formiranja tromba (Bednar i sar., 1999). Najčešče su korišćeni: 

- indukovana tromboza oštećenjem unutrašnjosti krvnog sada (oštećenje 

endotela) 

-  staza krvnog suda za postavljanje hiperkoagulabilnih modela 

- indukcija tromboze uvođenjem stranih tela/površine 

- transgeni animalni modeli (Angelillo-Scherrer i sar., 2001). 

Iako se u najvećem broju slučaja kombinuje  više od ovih trombogenih stimulusa, ipak se 

modeli u osnovi zasnivaju  na primarnom faktoru koji dovodi do tromboze. 
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Modifikovanjem von Willebrandovog faktora (vWF 1326) miša razvijen je model koji je 

dobro korelirao sa humanom trombocitnom trombozom. Ovaj biološki model koristi se 

kao farmakodinamski biomarker za antitrombotičku terapiju (Magallon, 2011). 

Eksperiment je bio izveden na zdravim mužjacima pacova Wistar soja. Sve planirane 

procedure odobrene su od strane Etičke komisije Prirodno matematičkog fakulteta 

Univerziteta „Sv. Kiril i Metodije“ u Skoplju za rad sa oglednim životinjama, a u 

saglasnosti sa Zakonom o zaštiti i blagostanju životinja (Sl. Glasnik RM, broj 149 od 

13.10.2014) i Zakonom za ratifikaciju Evropske konvencije o zaštiti kičmenjaka koji se 

koriste za eksperimentalne i druge naučne svrhe (“Službeni glasnik RS – Međunarodni 

ugovori”, br. 1/2010 ili EEC Directive of 1986; 86/609/EEC). Koristili smo „međugrupni“ 

dizajn, odnosno, različite tretmane na različitim, nezavisnim grupama od po 6 životinja. 

Eksperimentalni model DVT-a  bio je postavljen ligaturom femoralne vene levog zadnjeg 

ekstremiteta, uz prethodnu intravensku aplikaciju 0,2 ml trombina u dorzalnu venu repa 

(Olfert, 1993; Schaffer 1995) mužjaka Wistar pacova, težine 180-230 g. Upotrebom ovog 

modela staze i izazvane hiperkoagulabilnosti, trobocitna aktivacija igra veliku ulogu u 

razvoju venske tromboze.  Na ovako postavljeni eksperimentalni model aplikovali smo 

radioaktivni i neradioaktivni tirofiban putem i.v. bolus injekcije u volumenu od 0.1-0.2 ml, 

sa radioaktivnošću 2 × 10
6
 imp/min. Uzorke krvi uzimali smo kardijalnom punkcijom, 

pomoću hepariniziranog šprica od 1 ml, na 5, 15, 30, 45 i 60 minuta nakon i.v. bolus 

injekcije. 

Studije koje smo radili na eksperimentalnom modelu su:  

- Praćenje koncentracije radioaktivnog i neradioaktivnog tirofibana u plazmi 5, 

15, 30, 45 i 60 min. nakon i.v. bolus injekcije u dorzalnu venu repa 

(koncentracije tirofibana 0.6, 0.8 i 1mg/ml, volumen injektovanja 0.2 ml)  

koristeći HPLC metodu sa UV detekcijom, 

- Vizuelizacija posle aplikacije radioaktivnog 99mTc-tirofibana, upotrebom 

gama kamere i  

- Biodistribucione studije posle žrtvovanja eksperimentalne životinje, preko 

izolovanja kritičnih organa i merenja radioaktivnosti. 
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3.4. Kinetika 99mTc–tirofibana  

 

3.4.1. Postavljanje i validacija analitičkog postupka za  određivanje koncentracije 

neradioaktivnog tirofibana u plazmi kod eksperimentalnog modela DVT-e i kontrolnoj 

grupi pacova 

Za  određivanje koncentracije tirofibana u plazmi postavili smo i validirali HPLC metodu 

sa UV detekcijom. Uslovi u kojima su eksperimenti realizovani su:  

 

 

- aparat Perkin Elmer Series 200, UV / VIS detektor i auto sampler,  

- separacija na sobnoj temperaturi, 

- kolona reverzo-fazna LiChrospher
®

 100 RP-18, 4 mm × 250 mm, veličina pora 

5 μm,  

- detekcija na 274 nm,  

- mobilna faza 0,1 M KH2PO4 (pH = 5.0, sa 1.0 N NaOH) i acetonitril u 

volumenskom odnosu 70:30 % v/v, (RTT za tirofiban e 8.6, a za heparin 12.9) 

- protok 1ml/min 

- volumen injektovanja: 50 µl 

 

 

3.4.2. Kalibracioni dijagram tirofibana  

  

Primprema osnovnog  standardnog rastvora tirofibana  

Osnovni standardni rastvor tirofibana  bio je pripremljen rastvaranjem 10 mg tirofibana 

HCl RS metanolom u odmerni sud od 50 ml.  

  

Primprema  standardnih rastvora tirofibana  

Nakon odgovarajučeg razređivanja (1,5 ml; 3 ml; 4,5 ml; 6 ml; 7,5 ml i 9 ml osnovnog 

standardnog rastvora tirofibana do 10 ml metanolom u odmerni sud od 10 ml), 

koncentracija tirofibana u dobijenim rastvorima se kretala od 0,03–0,18 mg/ml. U svim 

rastvorima  bio je dodat heparin (12500 i.j./ml). 

Kalibraciona kriva za HPLC analizu  bila je konstruisana kao odnos koncentracije 

tirofibana i dobijene površine pika, što je prikazano na Slici 6. 
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Slika 6. Kalibracioni dijagram tirofibana  

 

 

Priprema  analize -  ekstrakcija tirofibana iz krvi  

U uzorke humane krvi i krvi pacova, volumena 1 ml, dodavano je 30 µl, 60 µl, 90 µl, 120 

µl, 150 µl ili 180 µl rastvora tirofibana u vodi, čija je koncentracija 3 mg/mL. Kao 

antikoagulans korišćen je heparin. Nakon zagrevanja u vodenom kupatilu 15 minuta 

sadržaj je centrifugiran 5 min na 3500 rpm/min.  

Supernatant je pažljivo odvojen i dodat je metanol, u cilju precipitacije proteina, u odnosu 

plazma: metanol = 1:3. Zatim je sadržaj ponovo centrifugiran 5 min na 3500 rpm/min. 

Ovako dobijeni supernatant  bio je koriščen za dalja ispitivanja. Koncentracija tirofibana u 

plazmi  kretala se od 0,03–0,18 mg/mL.  

Validacija metode   urađena je preko praćenja i određivanja sledećih parametara: 

- preciznost 

- reproducibilnost 

- selektivnost  

- specifičnost  

- tačnost 

- linearnost 

- limit detekcije   

- limit kvantifikacije 
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3.4.3. Praćenje distribucije i eliminacije radioaktivnog tirofibana u krvi 

Praćenje distribucije i eliminacije obeleženog preparata realizovano je merenjem 

radioaktivnosti svih  uzoraka krvi uzimanih od eksperimentalnih životinja nakon aplikacije 

obeleženog  tirofibana. Uzorci su uzimani svakih 5 minuta u prvih 30 minuta, svakih 15 

minuta u narednih 2 sata i svakih 30 minuta u narednih 6 sati. Krvni uzorci uzimani su 

prepariranjem karotidne vene preko sistema direktnog ugrađivanja kanile. Koncentracija 

radioaktivnog tirofibana  praćena je merenjem radioaktivnosti krvnog uzorka koji je 

direktno proporcionalan koncentraciji prisutnog tirofibana.  Eksperimentalne životinje su 

sve vreme bile pod anestezijom. 

 

3.5. Vizuelizacione studije na eksperimentalnim životinjama  

Vizuelizacione studije radili smo na prethodno definisanom animalnom eksperimentalnom 

modelu, posle aplikacije radioaktivnog 99mTc-tirofibana, koristeći gama kameru sa 

visokom rezolucijom. Vremenski intervali bili su 1, 6 i 24 sata nakon injektiranja. 

Korišćena je “Sopha Medical” SPECT kamera sa jednim detektorom, (64 pozicija, 30 

koraka, 64x64 bita i rotacija od 360
o
) (Hardoff i sar., 1993). Pacovi koji su bili uključeni u 

ispitivanju bili su pod anestezijom sa i.v. injekcijom Nesdonala (tiopenton-natrijum, 

vodeni rastvor 1g/100ml). Pre svakog  snimanja pacov je dobijao Nesdonal u dozi 4mg na 

100g telesne težine. 

 

3.6. Biodistribucione studije radioobeležanog tirofibana kod eksperimentalnih 

životinja nakon i.v. aplikacije   

Biodistribucione studije obeleženog tirofibana rađene su na istim eksperimentalnim 

životinjama (Wistar pacovi) koje su bile korišćene za vizuelizacione studije (Stassen i sar., 

1995; Stassen, 1997). Posle žrtvovanja životinja, izolovali smo sve kritične organe  za 

tirofiban i radioaktivni tehnecijum-99m  (jetra, slezina, štitna žlezda, bubrezi i pluća), kao 

i krv (1 ml) i merili njihovu radioaktivnost pomoću doznog kalibratora (Dose Calibrator – 

Comecer). 

Biodistribucija po organima  bila je izračunata kao procenat injektovane doze (%ID/g) na 

gram tkiva ili izmerena aktivnost (imp/min/g tkiva). %ID/g predstavlja procenat 

injektovane aktivnsti koja se akumulira u gramu tkiva. Napravili smo i poređenje 

radioaktivnosti  u  tromboticitima  u  odnosu  na  radioaktivnost  u ostalim  tkivima,  kako 

bi odredili realnu akumulaciju radioaktivnog tirofibana vezanog za trombocite na mestu 

indukovane eksperimentalne DVT-e (trombotično tkivo/ostali organi).  
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3.7. Obrada rezultata 

Za obradu rezultata korišćeni su statistički kompjuterski programi koji su nam omogućili 

celokupnu obradu podataka.  

Za obradu rezultata in vitro agregacionih ispitivanja koristili smo program “Microsoft 

Excel”.  

Dobijeni podaci iz ispitivanja ubačena su u kompjutersku bazu podataka, a zatim su 

statistički obrađeni pomoću sledećih statističkih metoda: 

-  Svi podaci od posebnog interesa za ovaj rad  prikazani su i tabelarno i grafički; 

- U serijama sa numeričkim oznakama, distribucija podataka  testirana je Testom 

normalnosti (Test for normality): Kolmogorov-Smirnov test , Lilliefors - test i Shapiro-

Wilks W test; 

- Opis kvantitativnih podataka  urađen je merama centralne tendencije (aritmetička sredina 

/ prosek) i merama disperzije (standardna devijacija), a kod kvalitativnih podataka  

merama odnosa i proporcija; 

- Da bi se odredila značajnost razlika između tri ili više aritmetičkih sredina kod zavisnih 

podataka korišćena je Friedmanova ANOVA; 

- Da bi se odredila značajnost razlika između dve aritmetičke sredine kod zavisnih 

podataka korišćen je t-test  zavisnih podataka za pravilnu distribuciju i  Wilcoxon Matched 

Pairs test za nepravilnu distribuciju podataka; 

- Da bi se odredila značajnost razlika između tri i više aritmetičkih sredina kod nezavisnih 

primeraka koristili smo jednofaktorijalnu analizu varijanse - One way ANOVA  i  Tukey 

(HSD) Test; 

- Da bi se odredila značajnost razlika između dve aritmetičke sredine nezavisnih podataka 

korišćen je t-test za nezavisne primerke pri pravilnoj distribuciji i Mann-Whitney U Test 

kod nepravilne distribucije podataka; 

 - Analiza odnosa (korelacija) između numeričke statističke serije  urađena je korišćenjem 

Pearson-og koeficijenta korelacije (r); 

- Za značajne smatraju se rezultati gde je vrednost p <0,05. 

Slike dobijene iz vizualizacionih studija obrađene su kompjuterskim programom “Sopha 

Medical”, koji je u sklopu gama kamere na kojoj su rađene slike eksperimentalnih 

životinja.    
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Za tumačenje rezultata biodistribucionih studija, gde smo merili radioaktivnost organa 

žrtvovanih životinja, koja je bila različita zbog specifičnosti distribucije, kao rezultat 

trombotičnih promena, koristili smo kompjuterske programe “Image-Pro Plus” i “Image-

Pro Express”, firme Media Cybernetisc.  
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4. REZULTATI 

 

 
 

4.1. Određivanje radionuklidne čistoće, radiohemijske čistoće i stabilnost obeležanog 

preparata 

 

Liofilizirani oblici preparata gotovog za obeležavanje sa tehnecijumom-99m, pripremljeni 

na način opisan u Tački 3 (Materijal i metode), proveravani su organoleptički pre   

radioaktivnog obeležavanja. Obeležavanje je vršeno dodavanjem tehnecjiuma-99m u 

obliku pertehnetata [99mTcO4
-
] sa aktivnošću od 10-15 mCi (370-555MBq). Inkubacija 

preparata  trajala je 15 minuta na sobnoj temperaturi sa povremenim mešanjem.   

Kvalitet i uspešnost obeležavanja pratili smo  određivanjem radionuklidne čistoće 

(prisustvo neželjenih radionuklida - 99Mo, kao prethodnik tehnecijuma-99m) i 

radiohemijske čistoće (prisustvo neželjenih, propratnih kompleksa nastalih tokom 

obeležavanja). 

 

Određivanje radionuklidne čistoće  

Određivanje radionuklidne čistoće vršena je pomoću doznog kalibratora. Praćeno je 

prisustvo molibdena [99Mo], kao neželjenog, propratnog radionuklida, nakon svake elucije 

tehnecijumskog generatora, kao potvrda da pertehnetat, koji je korišćen za obeležavanje 

tirofibana, ne sadrži tragove molibdena.  

Svi eluati  imali su minimalno prisustvo molibdena, saglasno Evropskoj Farmakopeji, ne 

veće od 0.1% od aktivnosti 99m-techencijuma. 

 

Određivanje radiohemijske čistoće 

Radiohemijsku čistoću obeleženog tirofibana sa tehnecijumom-99m pratili smo upotrebom 

TLC traka (TLC Aluminum Sheets, EMD/Merck KGaA).  Dobijeni rezultati, prikazani u 

Tabeli 1, predstavljaju prosečnu vrednost određivanja radiohemijske čistoće od 10 

pojedinačnih obeležavanja. Na Slici 7 pikazan je hromatogram određivanja radiohemijske 

čistoće pomoću TLC metode. 

Na osnovu rezultata koji su prikazani u Tabeli 2, kao i na Slici 7, možemo zaključiti da 

preparati dobijeni ovim načinom obeležavanja imaju visoku radiohemijsku čistoću 

(98,5%). RSD je 0.73%, što ukazuje na to da je postupak obeležavanja  reproducibilan. 
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Tabela 2. Određivanje radiohemijske čistoće obeleženog tirofibana sa tehnecijumom-99m 

Određivanje radiohemijske čistoće 

 TLC metoda  

(% vezanog 99mTc-tirofibana) 

Obeležavanje 1 96.9 

Obeležavanje 2 98.2 

Obeležavanje 3 97.9 

Obeležavanje 4 99.4 

Obeležavanje 5 98.8 

Obeležavanje 6 98.5 

Obeležavanje 7 97.8 

Obeležavanje 8 99.2 

Obeležavanje 9 99.1 

Obeležavanje 10 98.8 

Prosečna vrednost 98.46 

RSD 0,73 

 

Slika 7 predstavlja jedan od hromatograma na kojem možemo da uočimo da je procenat 

nevezanog tehnecijuma u obliku pertehnetata 99mTcO4  manji od 2%, što ukazuje na 

visoku efikasnost vezivanja u kompleks 99mTc-tirofiban. 

 

 

 

 

Slika 7. Hromatogram određivanja radiohemiske čistoće obeleženog tirofibana sa 

tehnecijumom-99m,  pomoću TLC metode (mobilna faza aceton). 
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Stabilnost obeleženog preparata 

Stabilnost obeleženog preparata bila je praćena i određivana u periodu od 6 sati nakon 

obeležavanja koristeći isti način kontrole kvaliteta, odnosno određivanja radiohemijske 

čistoće. Procenat vezanog 99m-tehnecijuma, odnosno procenat frakcije slobodnog Tc-99m 

pertehnetata korišćen je kao indikator za stabilnost radioaktivnog kompleksa tirofibana.  

Dobijeni rezultati  prikazani su u Tabeli 3. 

 

Tabela 3. Određivanje frakcije slobodnog Tc-99m pertehnetata i obeleženog tirofibana sa 

tehnecijumom-99m 

 

Određivanje radiohemijske čistoće 

 TLC metoda  

(% slobodnog 99mTc-pertehnetata) 

Odmah nakon obeležavanja 1.54 

1 sat nakon obeležavanja 1.54 

2 sata nakon obeležavanja 1.94 

3 sata nakon obeležavanja 1.96 

4 sata nakon obeležavanja 2.04 

5 sati nakon obeležavanja 2.04 

6 sati nakon obeležavanja 2.54 

 

Od dobijenih rezultata koji predstavljaju srednju vrednost  10 obeležavanja možemo 

zaključiti da su preparati obeleženi na ovaj način  stabilni i kao takvi mogu se koristiti i u 

periodu posle 6 sati nakon obeležavanja. 

 

 

4.2. Оbeležavanje trombocita radioaktivnim preparatom  - humani trombociti i 

trombociti pacova 

In vitro agregacione studije radili smo sa neradioaktivnim tirofibanom na humanim 

trombocitima i trombocitima  pacova. Koristili smo različite koncentracije ADP-a, kako bi 

odredili najmanju koncentraciju  ADP-a koja će uzrokovati maksimalnu agregaciju 

trombocita. Ispitivali smo različite koncentracije tirofibana, kako bi odredili najmanju 

koncentraciju tirofibana koja neće imati terapijski efekat (antiagregaciona svojstva), a u 

isto vreme će zadržaće afinitet da se veže za GPIIb/IIIa receptore.   

U prvom koraku hteli smo da proverimo da  li je tirofiban i nakon njegove transformacije u 

radioaktivni kompleks sa tehnecijumom zadržao sposobnost da se vezuje za humane i 

animalne trombocite.  
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Tabela 4. Rezultati dobijeni nakon obeležavanja humanih trombocita i trombocita pacova 

sa radioaktivno obeleženim 99mTc-Tirofibanom 

  

Trombociti dobijeni 

iz krvi pacova 

dodata 

aktivnost 

(imp/min) 

aktivnost  nakon 

inkubacije i 

centrifugiranja 

(imp/min) 

aktivnost 

nakon prvog 

ispiranja 

(imp/min) 

 aktivnost 

nakon drugog 

ispiranja 

(imp/min) 

trombociti  - pacov 1 174880 160132 120960 104432 

trombociti  - pacov 2 173785 156324 116342 109160 

trombociti  - pacov 3 180991 168735 126735 108151 

trombociti  - pacov 4 172249 160366 110366 104871 

trombociti  - pacov 5 176004 171514 121514 100363 

trombociti  - pacov 6 174072 247481 127481 100197 

Trombociti dobijeni 

iz humane krvi 

dodata 

aktivnost 

(imp/min) 

aktivnost  nakon 

inkubacije i 

centrifugiranja 

(imp/min) 

 aktivnost 

nakon prvog 

ispiranja 

(imp/min) 

 aktivnost 

nakon drugog 

ispiranja 

(imp/min) 

humani trombociti 1 180820 158118 122481 100214 

humani trombociti 2 171349 159960 119960 102027 

humani trombociti 3 189105 178473 121473 108200 

humani trombociti 4 182006 175106 109106 107536 

humani trombociti 5 180674 164685 114685 101459 

humani trombociti 6 178196 157152 117152 101093 

 

 

Trombocitni koncentrat koji smo koristili za obeležavanje 99mTc-tirofibana dobili smo 

postupkom opisanim u odeljku Materijal i metod. Broj trombocita koji smo dobili nakon 

izolacije iz pune krvi, i brojanjem koristeći mikroskop, bio je 360 x 10
6
/ml – 550x10

6
/ml. 

U Tabeli 4 prikazani su rezultati dobijeni nakon in vitro obeležavanja humanih trombocita i 

trombocita pacova sa 99mTc-tirofibanom i merili procenat vezivanja. Procenat vezanog 

99m-Tc tirofibana  određivali smo kao odnos dodate aktivnosti i izmerene aktivnosti nakon 

inkubacije, centrifugiranja i odstranjivanja plazme, kao i nakon dva ispiranja, koristeći  

fiziološki rastvor. Centrifugiranje, otstranjivanje plazme nakon centrifugiranja i oba 

ispiranja  imali su  cilj da odstranimo svu moguću radioaktivnost koja se nije vezala za 

trombocite, a bila je prisutna u rastvoru trombocita. 

U Tabeli 5 i na Slici 8 prikazane su srednje vrednosti dodate aktivnosti (imp/min) kod 

humanih trombocita i trombocita dobijenih od pacova. Zbog toga što su podaci sa 

nepravilnom distribucijom, za određivanje značajnosti razlika u odnosu na srednje 

vrednosti na dodatu aktivnost (imp/min) između humanih trombocita i trombocita 

dobijenih od pacova, korišćen je neparametriski Mann-Whitneu U Test.   
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Таbela 5. Srednje vrednosti dodate aktivnosti (imp/min) kod humanih trombocita i 

trombocita dobijenih od pacova 

 

Оbeležavanje trombocita 

 

Trombociti pacova Humani trombociti  

Srednja 

vrednost 

SD Srednja 

vrednost  

SD 

Dodata aktivnost - A1 175330,2 3038,6 180358,3 5751,1 

Aktivnost posle inkubacije i 

centrifugiranja – A2 
177425,3 34795,4 165582,3 9122,2 

Aktivnost posle prvog ispiranja – A3 120566,3 6462,3 117476,2 5002,9 

Аktivost posle drugog ispiranja – A4 104529,0 3763,3 103421,5 3500,5 

 

Analiza je pokazala da nema značajnih razlika u odnosu na rezultate koje smo dobili 

obeležavanjem humanih trombocita i trombocita dobijenih od pacova, a što je prikazano u 

Tabelama 4 i 5, kao i na Slici 8. 

 

 

 

Slika 8. Srednje vrednosti sa standardnim devijacijama i standardnim greškama dodate 

aktivnosti (imp/min) kod humanih trombocita i trombocita dobijenih od pacova 
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Određivanje značajnosti  razlike između dodate aktivnosti (imp/min) kod  humanih 

trombocita i trombocita iz krvi pacova prikazane su u Tabeli 6.   

 

Таbela 6. Značajnost  razlike između srednjih vrednosti dodate aktivnosti (imp/min) kod    

humanih trombocita i trombocita pacova  

 
Оbeležavanje trombocita 

 

Mann-Whitneu U Test 

značajnost razlika а (p) 

Dodata aktivnost - A1 Z = -1,44       p = 0,1495 

Aktivnost posle inkubacije i centrifugiranja – A2 Z =  0,3202    p = 0,7487 

Aktivnost posle prvog ispiranja – A3 Z = 9607        p = 0,3366 

Аktivost posle drugog ispiranja – A4 Z = 0,7487      p = 0,3202 

 

 

4.3. Određivanje sposobnosti indukovane agregacije pomoću ADP i inhibitornog 

efekta tirofibana 

 

Određivanje sposobnosti indukovane agregacije pomoću agoniste ADP-a 

Određivanje sposobnosti indukovane agregacije izvođena je na trombocitima dobijenim po 

već opisanom protokolu za odvajanje i izolaciju trombocita u delu Materijal i metode. 

Na 450-475 µl trombocitne mase dodavali smo 25 µl rastvora ADP-a sa različitim 

koncentracijama (1x10
-6

 mol/L, 2.5x10
-6

 mol/L, 5x10
-6

 mol/L, 7.5x10
-6

 mol/L, 5x10
-5

 

mol/L i 1x10
-4

 mol/L).  Proces agregacije pratili smo koristeći agregometar i merenjem 

promene voltaže koja je bila indikator pojave agregata.  

 

Određivanje inhibitornog efekta tirofibana na agregaciju trombocita 

 

Određivanje inhibitornog efekta tirofibana na agregaciju trombocita odvijalo se u istim 

uslovima i na isti način kao i postupak za određivanje sposobnosti agregacije trombocita u 

prisustvu različitih koncentracija ADP-a. U ovom slučaju koristili smo različite 

koncentracije tirofibana da bi utvrdili najmanju koncentraciju tirofibana koja nema 

antiagregacijski efekat. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 7 i na Slici 9.   Na osnovu 

prikazanih vredosti može se zaključiti da između koncentracije tirofibana (nmol/L) i 

procenta inhibicije humanih trombocita, postoji visoka pozitivna korelacija (Pearson – оv 

koeficient korelacije – r = 0,97).  
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Таbela 7. Koncentracije tirofibana i procenat inhibicije agregacije humanih trombocita 

 

Koncentracija Tirofibana (nmol/L) % inhibicije 

0 0 

10 0 

20 0 

30 7 

40 10 

50 14 

60 22 

70 39 

80 48 

90 51 

100 60 

125 78 

150 84 

175 87 

200 92 

         

 

 

Correlation: r =0,97
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Slika 9. Korelacija između koncentracije Tirofibana (nmol/L) i procenta inhibicije 

agregacije humanih trombocita  
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Određivanje sposobnosti indukovane agregacije trombocita pomoću agoniste ADP-a, u 

prisustvu konstantne koncentracije tirofibana (efekat ADP-a na  agregaciju trombocita) 

 

Na trombocitnu masu sa koncentracijom trombocita od 2.41 – 2.48 x 10
8
/ml dodali smo 

konstantnu koncentracilu tirofibana - 10 μM i različite koncentracije rastvora ADP-a i to od 

1, 10 i 100 μM.  

Cilj nam je bio da vidimo efekat iste koncentracije tirofibana na indukovanu agregaciju 

trombocita koristeći različite koncentracije ADP-a. Proces agregacije pratili smo merenjem 

promene voltaže na agregometaru (tablela 8).  

 

 

 

Tabela 8. Efekat tirofibana (10 μM) na indukovanu trombocitnu agregaciju koristeći 

različite koncentracije ADP-a (1, 10 i 100 μM) 

 

Tirofiban 10 μM,  ADP-a 1 μM  

Vreme  (sekunde) Agregacija (promena voltaže u %) 

0 110 

60 95 

120 65 

180 45 

240 35 

300 25 

Tirofiban 10 μM,  ADP-a 10 μM 

Vreme  (sekunde) Agregacija (promena voltaže u %) 

0 100 

60 100 

120 55 

180 45 

240 35 

300 20 

Tirofiban 10 μM,  ADP-a 100 μM 

Vreme  (sekunde) Agregacija (promena voltaže u %) 

0 100 

60 95 

120 45 

180 30 

240 25 

300 15 
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Kod koncentracije ADP-a od 1μM, tirofiban za kratko vreme dovodi do smanjenja 

agregacije. Postoji visoka korelacija između vremena u sekundama i agregacije humanih 

trombocita (Pearson-ov koeficijent korelacije – r = - 0,98), što je prikazano na Slici 10. 

 

 

Correlation: r = -0,98
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Slika 10. Efekat tirofibana na agregaciju humanih trombocita, u prisustvu 1 μM ADP-a 

 

Ista koncentracija tirofibana u prisustvu 10 μM ADP-a za kratko vreme dovodi do 

smanjenja agregacije. Postoji visoko negativna korelacija izmedju vremena u sekundama i 

agregacije humanih trombocita (Pearson-ov koeficijent korelacije je – r = - 0,96), što je 

prikazano u Tabeli 8 i na Slici 11.  
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Correlation: r = -0,96
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Slika 11. Efekat tirofibana na agregaciju humanih trombocita, u prisustvu 10 μM ADP-a 

 

 

Očigledno je da nema značajnijih razlika u agregaciji u odnosu na prisustvo različitih 

koncentracija ADP-a, odnosno korelacije dobijene sa koncentracijom od 1 μM i 10 μM su 

skoro jednake. 

 Povećanjem koncentracije ADP-a na 100 μM, tirofibana opet dovodi do smanjenja 

agregacije za kratko vreme, tako da i ovde dolazi do visoko negativne korelacije između 

vremena datog u sekundama i agregacije humanih trombocita, a što je prikazano u Tabeli 8 

i na Slici 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

  Rezultati 

 

 

 

 

Correlation: r = -0,94
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Slika 12. Efekat tirofibana na agregaciju humanih trombocita, u prisustvu 100 μM ADP-a 

 

U sva tri slučaja nema značajne razlike u agregaciji u odnosu na prisustvo različitih 

koncentracija ADP-a i efekta iste koncentracije tirofibana. 

 

Određivanje sposobnosti inhibicije agregacije trombocita indukovane konstantnom 

koncentracijom agoniste ADP-a,  koristeći različite koncentracije tirofibana (efekat 

tirofibana na agregaciju trombocita) 

 

Na trombocitnu masu, sa koncentracijom trombocita od 2.41 – 2.48 x 10
8
/ml, dodali smo 

konstantnu koncentraciju ADP-a (10 μM), da bi uzrokovali njihovu agregaciju in vitro.  

Potom smo dodavali  različite koncentracije rastvora tirofibana (10, 20, 40, 60, 80, 100, 

200 i 2000 nM). 

Cilj nam je bio da vidimo inhibitorni efekat različitih koncentracija tirofibana na agregaciju 

indukovanu istom koncentracijom ADP-a. Proces agregacije pratili smo merenjem 

promene voltaže na agregometaru (Tablela 9).  
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Tabela 9. Efekat različitih koncentracija tirofibana (10, 20, 40, 60, 80, 100, 200 i 2000 

nM) na indukovanu trombocitnu agregaciju, koristeći konstantnu koncentraciju ADP-а (10 

μM)  
Vreme  (sekunde) Agregacija (promena u voltaži u %) 

ADP-10 μM ,   tirofiban 10 nM  

0 100 

60 100 

120 55 

180 35 

240 30 

300 28 

ADP-10 μM ,   tirofiban 20 nM  

0 100 

60 100 

120 55 

180 35 

240 30 

300 28 

ADP-10 μM ,   tirofiban 40 nM  

0 100 

60 100 

120 55 

180 35 

240 30 

300 28 

ADP-10 μM ,   tirofiban 60 nM  

0 100 

60 100 

120 55 

180 35 

240 30 

300 25 

ADP-10 μM ,   tirofiban 80 nM  

0 100 

60 95 

120 50 

180 40 

240 32 

300 30 

ADP-10 μM ,   tirofiban 100 nM  

0 100 

60 100 

120 68 

180 52 

240 50 

300 55 

ADP-10 μM ,   tirofiban 200 nM  

0 100 

60 100 

120 85 

180 70 

240 70 

300 72 

ADP-10 μM ,   tirofiban 2.000 nM  

0 100 

60 100 

120 98 

180 95 

240 95 

300 92 
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Iz Tabele 9 i Slike 13 vidimo da postoji visoka negativna korelacija između vremena i 

agregacije humanih trombocita (Pearson-ov koeficijenat korelacije je – r = - 0,93) kad je 

korišćen tirofiban  koncentracije od 10 nM u prisustvu indukovane agregacije koristeći 

ADP sa koncentracijom od 10 µmol. 

 

Correlation: r = -0,93
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Slika 13. Efekat tirofibana sa koncentracijom od 10 nM u prisustvu indukovane agregacije 

humanih trombocita, koristeći ADP sa koncentracijom od 10 µmol 

 

U svim ostalim analizama, u kojima smo koristili istu koncentraciju ADP-a za indukciju 

agregacije (10 µmol) i rasteće koncentracije tirofibana, vidimo da postoji visoka korelacija 

između vremena i agregacije trombocita, odnosno da je Pearson-ov kojeficijent korelacije 

približno isti. Ovo možemo da vidimo na slikama 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, kao i na  tabeli 

10. 

 

Tabela 10. Pearson-ov kojeficijen korelacije kod indukovane agregacije humanih 

trombocita sa različitim koncentracijama tirofibana i konstantne koncentracije ADP-a  

 
Pearson-ov 

kojeficijent 

Koncentracija tirofibana (nM) i konstantna koncentracija ADP-a od 10 µmol 

10 nM 20 nM 40 nM 60 nM 80 nM 100 nM 200 nM 2 000 nM 

 r = - 0,93 r = - 0,93 r = - 0,93 r = - 0,89 r = - 0,91 r = - 0,96 r = - 0,96 r = - 0,96 
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Correlation: r = -0,93
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Slika 14. Efekat tirofibana sa koncentracijom od 20 nM u prisustvu indukovane agregacije 

humanih trombocita, koristeći ADP sa koncentracijom od 10 µmol 

 
 
 

Correlation: r = -0,93
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Slika 15. Efekat tirofibana sa koncentracijom od 40 nM u prisustvu indukovane agregacije 

humanih trombocita, koristeći ADP sa koncentracijom od 10 µmol 
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Correlation: r = -0,93
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Slika 16. Efekat tirofibana sa koncentracijom od 60 nM u prisustvu indukovane agregacije 

humanih trombocita, koristeći ADP sa koncentracijom od 10 µmol 

 
 

Correlation: r = -0,89
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Slika 17. Efekat tirofibana sa koncentracijom od 80 nM u prisustvu indukovane agregacije 

humanih trombocita, koristeći ADP sa koncentracijom od 10 µmol 
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Correlation: r = -0,91

65 70 75 80 85 90 95 100 105

agregacija - Tirofiban 100 nM

-50

0

50

100

150

200

250

300

350

v
re

m
e

 /
 s

e
c
.

95% confidence  
Slika 18. Efekat tirofibana sa koncentracijom od 100 nM u prisustvu indukovane 

agregacije humanih trombocita, koristeći ADP sa koncentracijom od 10 µmol 

 

 
 

Correlation: r = -0,90

65 70 75 80 85 90 95 100 105

agregacija - Tirofiban 200 nM

-50

0

50

100

150

200

250

300

350

v
re

m
e
/s

e
k
.

95% confidence  
 

Slika 19. Efekat tirofibana sa koncentracijom od 200 nM u prisustvu indukovane 

agregacije humanih trombocita, koristeći ADP sa koncentracijom od 10 µmol 
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Correlation: r = -0,97

91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101

agregacija - Tirofiban 2000 nM

-50

0

50

100

150

200

250

300

350
v
re

m
e
/s

e
k
.

95% confidence  
Slika 20. Efekat tirofibana sa koncentracijom od 2 000 nM u prisustvu indukovane 

agregacije humanih trombocita, koristeći ADP sa koncentracijom od 10 µmol  
 

 

4.4. Određivanje optimalne koncentracije radioaktivno obeleženog tirofibana za 

dijagnostiku 

 

Na osnovu prethodnih rezultata može se zaključiti da je optimalna koncentracija 

radioaktivno obeleženog tirofibana za dijagnostiku, bez terapijskog efekta, manja od 10 

nM. U svim našim ostalim ispitivanjima koristili smo tu koncentraciju tirofibana. Slika 21 

pokazuje uticaj različitih koncentracija tirofibana na indukovanu agregaciju upotrebom 

konstantne koncentracije ADP-a od 10 µmol. Strelice pokazuju agregacionu krivu kod 

primene 10 nM tirofibana, čija je koncentracija uzeta kao minimalna vrednost ispod koje 

tirofiban nema vidljiv antiagregacioni efekt. Ova je koncentracija korišćena za formulaciju 

radiofarmaceutskog preparata i vizuelizaciju indukovane tromboze kod eksperimentalnog 

modela. 
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Slika 21. Agregacione krive humanih trombocita dobijene upotrebom konstantne 

koncentracije ADP-a i rastućih koncentracija tirofibana na proces agregacije.  

 

 

4.5. Eksperimentalni animalni model duboke venske tromboze  

 

Eksperimentalni model DVT-e  postavljen je ligaturom femoralne vene levog zadnjeg 

ekstremiteta (Slika 22), uz prethodnu intravensku aplikaciju 0,2 ml trombina u dorzalnu 

venu repa mužjaka Wistar pacova, težine 180-230 g. Na ovako postavljenom 

eksperimentalnom modelu injektovali smo radioaktivni (obeležen sa 99m-tehnecijumom) i 

neradioaktivni tirofiban putem i.v. bolus injekcije (Slika 23), u volumenu od 0.1-0.2 ml i 

radioaktivnošću 2 × 10
6
 imp/min. Uzorke krvi uzimali smo kardijalnom punkcijom (Slika 

24), pomoću hepariniziranog šprica od 1 ml, na 5, 15, 30, 45 i 60 minuta nakon i.v. bolus 

injekcije. 

Na eksperimentalnom modelu određivali smo:  

- koncentraciju neradioaktivnog tirofibana u plazmi 5, 15, 30, 45 i 60 min. nakon i.v. 

bolus injekcije u dorzalnu venu repa (koncentracija tirofibana 0.6, 0.8 i 1 mg/ml, volumen 

injektovanja 0.2 ml)  koristeći HPLC metod sa UV detekcijom, 

- krvnu distribuciju i eliminaciju radioaktivnog tirofibana u krvi u periodu od 24 sata 

merenjem krvnih uzoraka uzetih preko kanile u karotidnoj veni u periodu od 24 sata,  

- vizuelizacija posle aplikacije radioaktivnog 99mTc-tirofibana, upotrebom gama kamere i 

- biodistribucione studije posle žrtvovanja eksperimentalne životinje, preko izolovanja 

kritičnih organa i merenja radioaktivnosti. 

Efekat tirofibana 10 nM 
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Slika 22. Eksperimentalni model DVT ligaturom femoralne vene levog zadnjeg 

ekstremiteta 
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Slika 23. Aplikacija radioaktivnog i neradioaktivnog tirofibana putem i.v. bolus injekcije 

 

 

 

Slika 24. Uzimanje uzoraka krvi kardijalnom punkcijom 
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4.6. Validacija analitičkog postupka  

 

Izbor rastvarača 

Izbor rastvarača za pripremu standardnih rastvora i pripremu analize (ekstrakcija tirofibana 

iz krvi)  urađen je u zavisnosti od rastorljivosti tirofibana. Tirofiban je lako rastvorljiv u 

metanolu. Metanol u odnosu 3:1 u krvi (krv : metanol = 1:3) precipitira proteine, tako da 

proteini ne ometaju dalji tok analize.  

 

Izbor mobilne faze 

Prema literaturnim podacima za identifikaciju i kvantifikaciju tirofibana koristi se 

reverzno-fazni hromatografski metod u kombinaciji sa acetonitrilom i fosfatnim puferom 

sa pH=5 (Oertel i sar., 2004). U cilju optimizacije uslova HPLC metode za određivanje    

tirofibana, u prisustvu heparina kao antikoagulansa, koristili smo mobilnu fazu acetonitrila 

i fosfatnog pufera sa pH=5,  u različitom volumenskom odnosu. 

Odnos acetonitrila i fosfatnog pufera sa pH=5,  u volumenu od 70:30 % v/v, daje najbolje 

razdvajanje pikova, bez interferencije drugih komponenata iz plazme (RTT za tirofiban je 

8.6, a za heparin 12.9). 

 

Izbor talasne dužine 

UV spektar tirofibana, snimljen za vreme eluacije, pokazuje apsorpcioni maksimum oko 

274nm, pa smo zbog toga, dalja ispitivanja radili na ovoj talasnoj dužini. Takođe, na 

274nm detektuje se i heparin, koji nama nije od značaja, ali bilo je od značaja  da ga 

razdvojimo od tirofibana, kako ne bi dalje smetao u kalkulaciji dobijenih rezultata. 

 

Preciznost i reproducibilnost 

Preciznost i reproducibilnost metode bili su potvrđeni metodom standardnih dodataka. 

Poznate koncentracije osnovnog standardnog rastvora tirofibana  bile su dodate humanoj 

krvi i krvi pacova, a nakon ekstrakcije bila je određena koncentracija tirofibana. Preciznost 

i reproducibilnost metode bili su provereni u toku jednog dana, i ponovljana svaki naredni 

dan,  u toku sledećih 15 dana, takođe injektovanjem  istih rastvora tirofibana. Dobijeni  

rezultati  izraženi su kao srednja vrednost za 5 injektovanja na 5 pojedinačno pripremljenih 

standardnih rastvora tirofibana, iste koncentracije. Relativna standardna devijacija   

korišćena je za potvrdu preciznosti i reproducibilnosti metode. 
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Tabela 11. Preciznost i reproducibilnost metode, u toku i između dana   

 U metanolu U plazmi pacova 

Teorijska 

koncentracija 

(mg mL
-1

) 

Izmerena 

koncentracija u 

toku jednog dana 

(mg mL
-1

)
a
 

Izmerena 

koncentracija 

nakon 72 časa                 

(mg mL
-1

)
b
 

Izmerena 

koncentracija u 

toku jednog dana 

(mg mL
-1

)
a
 

Izmerena 

koncentracija nakon 

72 časa 

(mg mL
-1

)
b
 

 Srednja 

vrednost 

RSD% Srednja 

vrednost 

RSD% Srednja 

vrednost 

RSD% Srednja 

vrednost 

RSD% 

0.06 0.0577 1.15 0.0564 1.27 0.0562 1.72 0.0573 1.55 

0.15 0.1484 0.93 0.1475 1.33 0.1462 1.39 0.1458 1.91 

a 
svaka vrednost izražena je kao srednja vrednost od 5 injektovanja na 5 pojedinačno 

pripremljenih standarda tirofibana. Koncentracija tirofibana  merena je u istom danu 

b
 Stabilnost tirofibana u metanolu. Rastvoreni tirofiban u metanolu  stabilan je 72 časa ako 

se čuva u frizideru  na 4
o
C 

 

 

 

Selektivnost i specifičnost 

Selektivnost i specifičnost  metode  potvrđene su injektovanjem slepe probe (plazma bez 

tirofibana) (Slika 25), rastvarača (metanol) (Slika 26), standardnog rastvora (tirofiban u 

metanolu, koncentracija 0,0675 mg/ml) (Slika 27),  kombinovanog standardnog rastvora 

(tirofiban u metanolu, koncentracija 0,0675 mg/ml i heparin u metanolu 12500 i.j./ml) 

(Slika 28) i pomešana krv sa tirofibanom (koncentracija 0,0337 mg/ml) i heparinom 

(koncentracija 12500 i.j/ml) (Slika 29). Na hromatogramu analize (krv sa tirofibanom i 

heparinom) ne vide se ekstra pikovi koji bi mogli da potiču od endogenih supstanci u krvi 

(plazmi). 

 

 

 

 

 

 

 



60 

  Rezultati 

 

 

 

 

Slika 25. Hromatogram slepe probe (plazma bez tirofibana)  

 

 

 

Slika 26. Hromatogram rastvarača (metanol) 

 

 

 

 

Slika 27. Hromatogram standardnog rastvora: tirofiban u metanolu, koncentracija 

0,0675 mg/ml) 
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Slika 28. Hromatogram kombinovanog standardnog rastvora: tirofiban u metanolu, 

koncentracija 0,0675 mg/ml  i  heparin u metanolu koncentracija 12500 i.j./ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 29. Hromatogram pomešane krvi sa tirofibanom (koncentracija 0,0337 mg/ml) i 

heparinom (koncentracija 12500 i.j./ml) 

 

 

 

Tačnost 

Tačnost metode bila je  potvrđena na uzorcima humane krvi i krvi  pacova. Alikvoti od 1 

ml humane krvi i krvi pacova  bili su pomešani sa 30 µl, 60 µl, 90 µl, 120 µl, 150 µl i 180 

µl rastvora tirofibana u vodi sa koncentracijom od 3 mg/mL i nakon ekstrakcije bila je 

određena koncentracija tirofibana. 
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   Tabela 12. Rezulati određivanja tačnosti metode  

Parametar U plazmi pacova  

(mg/ml)     

U humanoj plazmi 

(mg/ml) 

Dodato tirofibana      0.03 0.06 

Dobijena vrednost 

tirofibana
a
    

0.029 0.058 

Tačnost (%)                                         97.23 96.47 

RSD (% )  1.55 1.75 

Parametar U plazmi pacova  

(mg/ml)     

U humanoj plazmi 

(mg/ml) 

Dodato tirofibana      0.09 0.12 

Dobijena vrednost 

tirofibana
a
    

0.088 0.11 

Tačnost (%)                                         98.61 95.25 

RSD (% )                             1.23 1.87 

Parametar U plazmi pacova  

(mg/ml)     

U humanoj plazmi 

(mg/ml) 

Dodato tirofibana      0.15 0.18 

Dobijena vrednost 

tirofibana
a
    

1.40 1.69 

Tačnost (%)                                         93.57 94.19 

RSD (% ) 1.62 1.93 

         a
 srednja vrenost za 5 određivanja 

 

Linearnost 

Linearnost metode bila je potvrđena konstruisanjem kalibracione krive kao odnos 

koncentracije tirofibana u metanolu i pomešanoj krvi (plazmi) i dobijene površine pika. 

Kalibraciona kriva pokazala je linearnu zavisnost koncentracije tirofibana i dobijene 

površine pika u koncentraciskom opsegu od 0.03 – 0.18 mg/ml. Koeficient korelacije  bio 

je veći od 0.99 u oba medija (tirofiban u metanolu i tirofiban u plazmi). U Tabeli 13  

prikazani su rezultati. 
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Limit detekcije i limit kvantifikacije 

Limit detekcije i limit kvantifikacije  bili su određeni po formuli: LOD = 3.3 SD/S i LOQ = 

10 SD/S, gde je SD  standardna devijacija odgovora (površina pika), a S je nagib 

kalibracione krive. 

 

Tabela 13.  Karakteristike linearne regresione analize tirofibana 

 Metanol Humana krv 

(plazma)  

Krv od pacova 

(plazma) 

Opseg linearnosti (mg/ml) 0.03–0.18 0.03–0.18 0.03 -0.18 

Nagib 9200223 7942560 8795042 

Intercept 2720.6 90750 23999 

Koeficijent korelacije (r
2
) 0.9999 0.9943 0.9949 

SG
a
 intercepta 5124.2 35082.2 36834.2 

SG nagiba 43858.9 300276.9 315271.9 

Limit detekcije (mg/ml)                            0.0018 0.0146 0.0138 

Limit kvantifikacije (mg/ml)                     0.0056 0.0442 0.0419 

a 
SG – Standardna greška 

 

Adekvatnost sistema 

Adekvatnost sistema bila je proverena preko praćenja različitih parametara (vreme 

zadržavanja-retencije, faktor razvlačenja pika - tailing, faktor kapaciteta, rezolucije i 

selektivnosti). Za proveru adekvatnosti sistema koristili smo sveže pripremljeni standardni 

rastvor tirofibana u metanolu. Tailing faktor  bio je 1.17, a faktor kapaciteta 2.41. Faktor 

rezolucije za tirofiban i heparin je bio 3.90. Retenciono vreme tirofibana u metanolu  bilo 

je 9.1, u humanoj plazmi 9.2 i plazmi pacova 9.16. Varijacija vremena retencije između 5 

injektovanja  bila je veoma mala i iznosila je 0.61% za tirofiban u metanolu, 0.93% za 

tirofiban u humanoj plazmi i 0.82 za tirofiban u plazmi pacova. 
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4.6.1. Praćenje koncentracije neradioaktivnog tirofibana u plazmi  

Koncentracije neradioaktivnog tirofibana u plazmi 5, 15, 30, 45 i 60 min. nakon i.v. bolus 

injekcije u dorzalnu venu repa (koncentracija tirofibana 0.6, 0.8 i 1 mg/ml, volumen 

injektovanja 0,2 ml), pratili smo koristeći HPLC metodu  UV detekcijom.  

 

 

Tabela 13. Srednje vrednosti koncentracije Tirofibana u serumu (mg/L) injektovanjem 

doze od 0,6 mg/kg  kod grupe pacova sa DVT i kontrolnoj grupi u nulto vreme, posle 5,15, 

30, 45 i 60 minuta 

 

 Pacovi sa DVT (N1) Kontrolna grupa (N2) 

vreme/min. Prosek SD Prosek SD 

posle 0 min. 0,600 0,00 0,600 0,00 

posle 5 min. 0,242 0,006 0,283 0,008 

posle 15 min. 0,146 0,006 0,186 0,007 

posle 30 min. 0,118 0,004 0,116 0,007 

posle 45 min. 0,086 0,005 0,103 0,006 

posle 60 min. 0,070 0,008 0,094 0,013 

 

 

 Mean 

 Mean±SE 

 Mean±SD 

5 min

15 min

30 min

45 min

60 min

5 min

15 min

30 min

45 min

60 min

sa DVT - N1                     kontrolna grupa - N2

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14

0,16

0,18

0,20

0,22

0,24

0,26

0,28

0,30

  
ti
ro
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b

a
n

 -
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,6
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g
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g

 

Slika 30. Srednje vrednosti sa standardnim devijacijama i standardnim greškama 

koncentracije tirofibana u serumu (mg/L) pri injektovanju doze od 0,6 mg/kg  kod 

grupe pacova sa DVT i kontrolnoj grupi u nulto vreme, posle 5, 15, 30, 45 i 60 

minuta. 
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U Tabeli 13 i Slici 30 prikazani su rezultati koncentracije neradioaktivnog tirofibana u 

plazmi 5, 15, 30, 45 i 60 min. nakon i.v. injekcije (0,6mg/kg).  

Analiza varijanse zavisnih primeraka (u grupi) (Friedman ANOVA) pokazala je da između 

srednjih vrednosti koncentracije tirofibana u serumu (mg/L) pri injektovanoj dozi od 0,6 

mg/kg  kod grupe pacova sa DVT (N1) u zadatim vremenskim intervalima/tačkama postoje 

značajne razlike (ANOVA Chi Sqr.= 30,06     p<0,001).  

Normalno, u svakoj narednoj vremenskoj tački, koncentracija tirofibana u serumu opada.  

Prema t-testu zavisnih primeraka, sve međusobne razlike u odnosu na koncentraciju 

tirofibana u serumu u različitim merenjima, kod grupe pacova sa  DVT (N1)  su statistički 

značajne (p<0,001) za razliku između koncentracije posle 45 i 60 minuta (Tabela 13 i Slika 

30). 

Između srednjih vrednosti koncentracije tirofibana u serumu (mg/L), pri injektovanoj dozi 

od 0,6 mg/kg,  kod kontrolne grupe pacova (N2) u zadatim vremenskim intervalima 

postoje statistički značajne razlike (ANOVA Chi Sqr.= 28,38     p<0,001). 

Međusobne razlike u odnosu na koncentraciju tirofibana u serumu kod različitih merenja, 

kod kontrolne grupe pacova (N2) statistički su značajne u rasponu od p<0,001 do  p = 

0,0340  za razlike između koncentracije posle 30 i 60 minuta  (t-test zavisnih uzoraka).  

Kod ove ispitivane grupe, ne postoji značajna razlika samo između koncentracije tirofibana 

u serumu (mg/L) pri injektovanoj dozi od 0,6 mg/kg posle 45 i 60 minuta (p = 0,2736).  

(Tabela 14 i Slika 30). 

Prema t-testu nezavisnih uzoraka (između grupe N1 i N2),  u odnosu na srednje vrednosti 

koncentracije tirofibana u serumu (mg/L), pri injektovanoj dozi od 0,6 mg/kg, međusobne 

razlike su statistički značajne posle 5 minuta, posle 15 minuta, posle 45 minuta i posle  60 

minuta  od injektiranja. Razlika nije značajna samo između izmerenih koncentracija posle 

30 minuta (p = 0,6359)  što vidimo u Tabeli 14. 

 

Таbela 14. Značajnost razlika srednjih vrednosti koncentracije tirofibana u serumu (mg/L) 

pri injektovanoj dozi od 0,6 mg/kg kod grupe pacova sa DVT i kontrolnoj grupi u nulto 

vreme, posle 5,15, 30, 45 i 60 minuta 

 

vreme/min. Pacovi sa DVT (N1) / kontrolna grupa (N2) 

Student-ov    t - test  

posle 0 min. 1,0 

posle 5 min. p < 0,001* 

posle 15 min. p < 0,001* 

posle 30 min. p = 0,6359 

posle 45 min. p < 0,001* 

posle 60 min. p = 0,00244* 

           *statistički značajna razlika 
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U Tabeli 15 i Slici 31 prikazani su rezultati koncentracija neradioaktivnog tirofibana u 

plazmi 5, 15, 30, 45 i 60 min. nakon i.v. injekcije (0,8mg/kg).  

 

Tabela 15. Srednje vrednosti koncentracije tirofibana u serumu (mg/L) pri injektovanoj 

dozi od 0,8 mg/kg kod grupe pacova sa DVT i kontrolnoj grupi u nulto vreme, posle 5,15, 

30, 45 i 60 minuta 

 

 Pacovi sa DVT (N1) Kontrolna grupa (N2) 

vreme/min. Prosek SD vreme/min. prosek 

posle 0 min. 0,800 0,00 0,800 0,00 

posle 5 min. 0,352 0,004 0,405 0,011 

posle 15 min. 0,224 0,005 0,277 0,007 

posle 30 min. 0,155 0,003 0,172 0,011 

posle 45 min. 0,113 0,002 0,141 0,009 

posle 60 min. 0,090 0,001 0,123 0,005 

 

 

 Mean 

 Mean±SE 

 Mean±SD 

5 min

15 min

30 min

45 min

60 min

5 min

15 min

30 min

45 min

60 min

sa DVT - N1                    kontrolna grupa - N2

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40

0,45
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Slika 31.  Srednje vrednosti sa standardnim devijacijama i standardnim greškama 

koncentracije Tirofibana u serumu (mg/L) pri injektovanju doze od 0,8 mg/kg  kod 

grupe pacova sa DVT i kontrolnoj grupi, u nulto vreme, posle 5,15, 30, 45 i 60 

minuta 

 

 

Analiza varijanse zavisnih primeraka (u grupi) (Friedman ANOVA), pokazala je da između 

srednjih vrednosti koncentracije Tirofibana u serumu (mg/L) pri injektovanoj dozi od 0,8 

mg/kg  kod grupe pacova sa DVT (N1) u ispitivanim vremenskim intervalima/tačkama 

postoje značajne razlike (ANOVA Chi Sqr.= 31,26     p<0,001).  
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U svakoj narednoj vremenskoj tački, koncentracija tirofibana u serumu opada.  Prema t-

test-u zavisnih primeraka, sve međusobne razlike u odnosu na koncentraciju tirofibana u 

serumu u različitim merenjama, kod grupe pacova sa  DVT (N1)   statistički su značajne 

(p<0,001)  (Tabela 15 i slika 31). 

Između srednjih vrenosti koncentracije tirofibana u serumu (mg/L), pri injekovanju doze 

od 0,8 mg/kg,  kod kontrolne grupe pacova (N2), u zadatim vremenskim intervalima 

postoje statistički značajne razlike (ANOVA Chi Sqr.= 30,89     p<0,001). 

Međusobne razlike u odnosu na koncentraciju tirofibana u serumu kod različitih merenja, 

kod kontrolne grupe pacova (N2) statistički su značajne u rasponu od p<0,001 do  p = 

0,0023  za razlike između koncentracije posle 45 i 60 minuta  (t-test zavisnih uzoraka).  

Kod ove ispitivane grupe, sve razlike između koncentracije tirofibana u serumu (mg/L) pri 

injektovanoj dozi od 0,8 mg/kg u različitim vremenskim tačkama  statistički su značajne 

(Tabela 16 i slika 31). 

Prema t-test-u nezavisnih uzoraka (između grupe N1 i N2),  u odnosu na srednje vrednosti 

koncentracije tirofibana u serumu (mg/L), pri injektovanoj dozi od 0,8 mg/kg, međusobne 

razlike su statistički značajne posle 5 minuta, posle 15 minuta, posle 45 minuta i posle  60 

minuta  od injektiranja. Značajna je razlika između izmerenih koncentracija u svim 

vremenskim tačkama što vidimo u tabeli 16. 

 

Таbela 16. Značajne razlike srednjih vrednosti koncentracije tirofibana u serumu (mg/L) 

pri injektovanoj dozi od 0,8 mg/kg kod grupe pacova sa DVT i kontrolnoj grupi u nulto 

vreme, posle 5,15, 30, 45 i 60 minuta 

 

vreme/min. Pacovi sa DVT (N1) / kontrolna grupa (N2) 

Student-ov    t - test  

posle 0 min. 1,0 

posle 5 min. p < 0,001* 

posle 15 min. p < 0,001* 

posle 30 min. p = 0,00552* 

posle 45 min. p < 0,001* 

posle 60 min. p < 0,001* 

            *statistički značajna razlika 

 

U tabeli 17 i Slici 32 prikazane su koncentracije neradioaktivnog tirofibana u plazmi 5, 15, 

30, 45 i 60 min. nakon i.v. injekcije (1,0 mg/kg).  
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Tabela 17. Srednje vrednosti koncentracije tirofibana u serumu (mg/L) pri injektovanoj 

dozi od 1,0 mg/kg kod grupe pacova sa DVT i kontrolnoj grupi u nulto vreme i posle 5,15, 

30, 45 i 60 minuta 
 

 Pacovi sa DVT (N1) Kontrolna grupa (N2) 

vreme/min. prosek SD prosek  SD 

posle 0 min. 1,00 0,00 1,00 0,00 

posle 5 min. 0,402 0,007 0,473 0,022 

posle 15 min. 0,218 0,004 0,301 0,011 

posle 30 min. 0,178 0,005 0,185 0,012 

posle 45 min. 0,137 0,004 0,161 0,007 

posle 60 min. 0,121 0,002 0,151 0,004 

 

 

 

 Mean 

 Mean±SE 

 Mean±SD 

5 min

15 min

30 min

45 min

60 min

5 min

15 min

30 min

45 min

60 min

sa DVT - N1                    kontrolna grupa - N2
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Slika 32. Srednje vrednosti sa standardnim devijacijama i standardnim greškama 

koncentracije tirofibana u serumu (mg/L), pri injektovanoj dozi od 1,0 mg/kg,  kod 

grupe pacova sa DVT i kontrolnoj grupi, u nulto vreme i posle 5,15, 30, 45 i 60 

minuta 

 

 
 

Analiza varijanse zavisnih uzoraka (u grupi) (Friedman ANOVA) pokazala je da između 

srednjih vrednosti koncentracije tirofibana u serumu (mg/L), pri injektovanoj dozi od 1,0 

mg/kg,  kod grupe pacova sa DVT (N1), u ispitivanim vremenskim intervalima/tačkama 

postoje statistički  značajne razlike (ANOVA Chi Sqr.= 30,19     p<0,001). 
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U svakoj narednoj vremenskoj tački, koncentracija tirofibana u serumu opada.  Prema t-

test-u zavisnih uzoraka, sve međusobne razlike u odnosu na koncentraciju tirofibana u 

serumu u različitim merenjama, kod grupe pacova sa  DVT (N1)   statistički  značajne su 

(p<0,001) između koncentracije posle 45 i 60 minuta (tabela 17 i slika 32). 

Između srednjih vrenosti koncentracije tirofibana u serumu (mg/L) pri injekovanju doze od 

1,0 mg/kg  kod kontrolne grupe pacova (N2) u zadatim vremenskim intervalima postoje 

statistički značajne razlike (ANOVA Chi Sqr.= 29,88     p<0,001). 

Međusobne razlike u odnosu na koncentraciju tirofibana u serumu kod različitih merenja, 

kod kontrolne grupe pacova (N2) statistički  značajne su u rasponu od p<0,001 do  p = 

0,0295  za razlike između koncentracije posle 45 i 60 minuta  (t-test zavisnih uzoraka).  

Kod ove ispitivane grupe, sve razlike između koncentracije tirofibana u serumu (mg/L) pri 

injektovanoj dozi od 1,0 mg/kg u različitim vremenskim tačkama  statistički su značajne 

(Tabela 17 i Slika 32). 

Prema t-test-u  nezavisnih uzoraka (između grupe N1 i N2),  u odnosu na srednje vrednosti 

koncentracije tirofibana u serumu (mg/L) pri injektovanoj dozi od 0,8 mg/kg, međusobne 

razlike  statistički su značajne posle 5 minuta, posle 15 minuta, posle 45 minuta i posle  60 

minuta  od injektiranja. Razlika je značajna između izmerenih koncentracija u svim 

vremenskim tačkama i to je prikazano u tabeli 18. 

 

Таbela 18. Značajnost razlika srednjih vrednosti koncentracije Tirofibana u serumu (mg/L) 

pri injektovanoj dozi od 1,0 mg/kg kod grupe pacova sa DVT i kontrolnoj grupi u nulto 

vreme, posle 5,15, 30, 45 i 60 minuta 

 

vreme/min. Pacovi sa DVT (N1) / kontrolna grupa (N2) 

Student-ov    t - test  

posle 0 min. 1,0 

posle 5 min. p < 0,001* 

posle 15 min. p < 0,001* 

posle 30 min. p = 0,28241 

posle 45 min. p < 0,001* 

posle 60 min. p < 0,001* 

            *statistički značajna razlika 
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Praćenje distribucije i eliminacije radioaktivnog tirofibana u periodu od 24 sata, 

merenjem krvnih uzoraka uzetih preko kanile u karotidnoj veni  

 

Eliminacija radioaktivno obeleženog tirofibana  od posebnog značaja je, jer ako lek u 

obliku radiofarmaceutskog preparata menja farmakokinetičke karakteristike, to bi moglo 

uticati na povećano zračenje pacijenata, zbog prisustva radioaktivnog izotopa. 

Studije izvedene na leku, odnosno na neradioaktivnom obliku tirofibana, sa poznatim 

farmakokinetičkim svojstvima, pokazuju kratki poluživot u organizmu i brzu eliminaciju.  

Promena molekule nakon obeležavanja i prisustvo vezanog 99m-tehnecijuma moglo je 

dovesti i do promene farmakokinetičkih parametara. 

Praćenje distribucije i eliminacije radioaktivno obeleženog 99mTc-tirofibana, uzimanje 

direktnih uzoraka od istog pacova u periodu od 24 sata preko kanile fiksirane u karotidnoj 

veni (Slika 33) i direktno merenje radioaktivnosti originalnih uzoraka omogućilo nam je da 

sagledamo njegovo ponašanje u organizmu ekperimentalnog pacova. 

 

 

 

 

Slika 33. Uzimanje uzoraka krvi preko kanile fiksirane u karotidnoj veni kod 

ekperimentalnog modela pacova  

 

 

U Таbeli 19 i Slici 34 prikazane su srednje vrednosti distribucije i eliminacije radioaktivno 

obeleženog 99mTc-tirofibana, u vremenskim razmacima (h), kod eksperimentalnih pacova. 
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Таbela 19. Srednje vrednosti i procenat distribucije i eliminacije radioaktivno obeleženog 

99mTc-tirofibana u vremenskim razmacima (h) 

 

Vreme nakon injektovanja  

(h) 

Srednja vrednost 

(imp/min) 

SD 

(imp/min) 

% 

vrednosti 

0,017 33352,6 1241,6 95,29 

0,083 26138,3 338,5 74,68 

0,167 19973,3 119,6 57,07 

0,25 16093,3 274,2 45,98 

0,5 12046,7 173,2 34,42 

0,75 9130,0 82,9 26,09 

1 7965,7 105,6 22,76 

2 6440,0 71,5 18,40 

3 5856,7 24,8 16,73 

4 5598,8 35,5 16,00 

6 5135,0 39,9 14,67 

12 5108,3 43,7 14,60 

24 5001,7 40,3 14,29 

 

 

Dobijene vrednosti koje su prikazane u Tabeli 19 pokazuju da je preko 70%  

radioaktivnosti eliminisano iz cirkulacije u periodu prvog sata, što nam je bio dovoljan 

parameter da možemo  produžiti sa ispitivanjima na modelu pacova bez bojazni od 

farmakokinetičkog profila tirofibana. 

 Analiza varijanse  dužeg zadržavanja radioaktivnosti, kao i da radioaktivno obeležavanje 

ne menja zavisne uzorke (Friedman ANOVA), pokazala nam je da između srednjih 

vrednosti klirensa 99m-tirofibana, u zadatim vremenskim intervalima/tačkama postoje 

statistički značajne razlike (ANOVA Chi Sqr.= 69,91     p<0,001).  

 

Prema t-test –u  zavisnih uzoraka međusobne razlike  statistički su značajne u rasponu od 

p<0,001 do  p = 0,0431. Razlike nisu značajne između srednjih vrednosti klirensa 

tirofibana između 1. i 2. sata (p = 0,0602), između 2. i 3. sata (p = 0,1187), između  2. i 4. 

sata (p = 0,0562), između 3. i 4. sata (p = 0,3183), između 6. i 12. sata (p = 0,9110), 

između 6. i 24. sata (p = 0,3241) i između 12. i 24. sata (p = 0,6521). 
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Slika 34. Srednje vrednosti distribucije i eliminacije radioaktivno obeleženog 99m Tc 

tirofibana u vremenskim razmacima (h) 

 

4.7. Vizuelizacione i biodistribucione studije na eksperimentalnim životinjama  

 

Vizuelizacione studije eksperimentalnih životinja, upotrebom gama kamere, posle 

aplikovanja obeleženog 99mTc–tirofibana 

 

Vizuelizacione studije rađene su na normalnom pacovima i na eksperimentalnom modelu 

sa indukovanom DVT-om, a posle aplikovanja radioaktivnog 99mTc-tirofibana, pomoću 

gama kamere sa visokom rezolucijom,  u vremenskim intervalima od 30 i 60 minuta nakon 

injektiranja.  
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Slika 35. Vizuelizacija normalne distribucije kod pacova 30 i 60 minuta nakon 

injektovanja 99mTc-tirofibana i njegovo vezivanje na kritičnim mestima  

 

 

Na Slici 35 prikazana je normalna distribucija radioaktivnog tirofibana. Nakon 30 minuta 

od aplikovanja postoji jedno mesto visoke kumulacije radioaktivnosti u kompleksu u kom 

se superponiraju jetra, slezina i bubrezi, a to su organi odgovorni za metabolizam i 

eliminaciju tirofibana. Nazire se mala radioaktivnost u mokraćnoj bešici, a što je rezultat 

brze eliminacije tirofibana. Aktivnost u repu je zaostala radioaktivnost nakon injektiranja 

(dorzalna vena repa pacova). 

Nakon 60 minuta distribucije radioaktivnost nije izmenjena, osim u mokraćnoj bešici gde 

uočavamo povećanu radioaktivnost, koja je posledica brze eliminacije nevezanog 

radioaktivnog tirofibana u prvom satu nakon aplikacije. 

Na slici 36 prikazano je vezivanje tirofibana u kritičnim organima pacova sa DVT. 

Radioaktivnost je lokalizovana na mestu injektovanja (dorzalna vena repa pacova), u 

kompleksu jetra/slezena/bubrezi, kao i oko mesta ligature femoralne vene.  

Na slikama 37.a i 37.b prikazana je distribucija radiomarkiranog tirofibana u organima, 

nakon žrtvovanja pacova. Vrednosti se u celini preklapaju sa slikama vizuelizacionih 

studija.  
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Normalno tkivo koje je uzeto sa suprotnog ekstremiteta od onog sa DVT-om (skeletni 

mišić) korišćeno je kao kontrola i predstavlja prisustvo radioaktivnog tirofibana u 

sistemskoj cirkulaciji. 

 

 

 
Slika 36. Vizuelizacija eksperimentalnog modela pacova 30 i 60 minuta nakon 

injektovanja 99mTc-tirofibana i njegovo vezivanje na kritičnim mestima – mesto 

injektovanja, kompleks jetra/slezena/bubrezi i mesto indukovane duboke venske tromboze 

(DVT) 

 

 

 

Biodistribucione studije na eksperimentalnim životinjama nakon aplikacije radioaktivno 

obeleženog tirofibana sa tehnecijumom [99mTc] 

 

Biodistribucione studije obeleženog tirofibana  rađene su na istim eksperimentalnim 

životinjama (Wistar pacovi) koje su bile korišćene za vizuelizacione studije, posle njihovog 

žrtvovanja, izolovanjem kritičnih organa i merenjem radioaktivnosti, pomoću doznog 

kalibratora (Dose Calibrator – Comecer). 

U tabeli 20.  prikazane su srednje vrednosti biodistribucije pri injektovanoj dozi 99m 

tirofibana (4.15 x 10
4 

 imp/min / 50 ml). posle 30 i 60 minuta, kod normalnih pacova, što 

odgovara normalnoj biodistrbuciji u kritičnim organima. 
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Tabela 20. Srednje vrednosti biodistribucije posle injektovanja  99m-tirofibana  (4.15 x10
4 
 

imp/min / 50 ml) nakon 30 i 60 minuta kod normalnih  pacova 

 
Tkivo posle 30 minuta posle 60 minuta 

prosek SD min. max. Prosek SD min. max. 

srce (1) 754,2 60,1 694 824 427,3 34,3 399 489 

pluća (2) 1427,2 150,3 1284 1707 1289,8 140,8 1083 1508 

jetra (3) 3564,2 294,2 3334 3983 2822,7 192,8 2539 2991 

slezena (4) 3179,0 101,1 3074 3327 2090,5 167,9 1801 2227 

bubrezi (5) 6927,5 169,0 6809 7206 7117,3 223,8 6984 7384 

trombotično tkivo 

(6) 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

skeletni  mišić (7) 1674,8 

 

257,9 

 

1290 

 

1989 

 

588,8 

 

26,5 

 

549 

 

612 

 

 

 

Na Slikama 37a i 37b prikazana je normalna biodistribucija posle 30 i 60 minuta kod 

normalnih  pacova, koja odgovara vrednostima prikazanim u Tabeli 20. Na slikama 38a i 

38b, prikazana je biodistribucija posle 30 i 60 minuta nakon injektiranja radioaktivnog 

tirofibana kod eksperimentalnog modela DVT, koja odgovara vrednostima iz Tabele 21. 

 

 

 

Slika 37.a. Biodistribucija 99mTc-tirofibana u kritične organe normalnih pacova,  30 

minuta nakon njegovog injektovanja 
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Slika 37.b. Biodistribucija 99mTc-tirofibana u kritične organe normalnih pacova,  60 

minuta nakon njegovog injektovanja 

 

 

 

Tabela 21 je prikaz vrednosti dobijenih merenjem radioaktivnosti  organa u 

eksperimentalnom modelu pacova. Koristili smo 6 pacova kao i u prethodnim 

bodistribucionim studijama kod normalnih pacova. Aktivnost je izražena kao relativna, 

imp/min,  30 i 60 minuta nakon injektiranja i žrtvovanja pacova. 

 

Tabela 21. Srednje vrednosti biodistribucije posle injektovanja  99m-tirofibana  (4.15 x10
4 
 

imp/min / 50 ml) nakon 30 i 60 minuta kod eksperimentalnog modela 
Tkivo posle 30 minuta posle 60 minuta 

prosek SD min. max. Prosek SD min. max. 

srce (1) 754,2 60,1 694 824 416,3 44,4 389,0 506,0 

pluća (2) 1427,2 150,3 1284 1707 1289,8 140,8 1083,0 1508,0 

jetra (3) 2491,3 330,7 2091 2983 851,0 19,5 831,0 884,0 

slezina (4) 3179,0 101,1 3074 3327 995,0 23,3 965,0 1027,0 

bubrezi (5) 5577,5 331,3 5206 6019 4269,0 75,0 4184,0 4384,0 

trombotično 

tkivo (6) 
2277,7 267,2 1906 2566 8083,8 94,6 8001,0 8241,0 

skeletni  

mišić (7)  
1461,5 204,6 1289 1781 588,8 26,5 549,0 612,0 
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Slika 38.a. Biodistribucija 99mTc-tirofibana u kritične organe eksperimentalnog modela 

pacova,  30 minuta nakon njegovog injektovanja 

 

Nakon 30 minuta, najveća vrednost biodistribucije 99m-tirofibana registrovana je u 

bubrezima (5577,5 331,3) i slezini (3179,0101,1), a najmanja u srcu (754,2  60,1). Ovo 

je rezultat brzog klirensa radioaktivno obeleženog tirofibana koji se nije vezao za 

trombotično tkivo i koji se zbog male molarne mase  brzo eliminiše. Prisustvo 

radioaktivnosti u slezini, koja je slična vrednostima u jetri, ali i u trombotičnom tkivu, je 

dokaz da se oštećeni trombociti koji su radiaoktivni, odmah akumuliraju u svom kritičnom 

organu, a što je vidljivo na slikama 39.a i 39.b. 

 

Slika 38.b. Biodistribucija 99mTc-tirofibana u kritične organe eksperimentalnog modela 

pacova  60 minuta nakon njegovog injektovanja  
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U studijama nakon 60 minuta, kako vidimo u Tabeli 20, najveće vrednosti su zabeležene  u 

trombotičnom tkivu (8083,8 94,6) i bubrezima (4269,075,0), а najmanje u srcu 

(416,344,4). Ove vrednosti odgovaraju realnoj distribuciji nakon uravnotežavanja 

kinetike radiaoktivno obeleženog tirofibana, što vidimo na slikama 38.a i 38.b, odnosno 

nakon maksimalne akumulacije  radioafarmaka u oštećenom trombotičnom tkivu. 

Najmanje vrednosti i ovde, kao i nakon 30 minuta, nalaze se u srcu, što je dokaz da se 

radioaktivi tirofiban zadržava jako kratko u cirkulaciji. Visoke vrednosti u bubrezima 

pokazuju da se radioaktivni tirofiban brzo eliminiše iz organizma. Ostatak radioaktivog 

preparata, odnosno sve što nije vezano ili je već razgrađeno, brzo se eliminiše. 

 

 

 

Slika 39.a.  Srednje vrednosti sa standardnim devijacijama i standardnim greškama 

biodistribucije 99mTc-tirofibana posle injektovane doze od 4.15 x10
4 

 imp/min / 50 ml,  

nakon 30 minuta 
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Slika 39.b. Srednje vrednosti sa standardnim devijacijama i standardnim greškama 

biodistribucije 99mTc tirofibana posle injektovane doze od 4.15 x10
4 

 imp/min / 50 ml,  

nakon 60 minuta  

 

Analiza t-test-om za zavisne uzorke pokazala je da postoje statistički značajne razlike u 

biodistribuciji 99m-tirofibana u različitim organima/tkivima posle 30 i posle 60 minuta. U 

srcu, plućima, jetri, slezini, bubrezima i normalnom tkivu, vrednosti su značajno veće 

nakon 30 minuta. U trombotičnom tkivu vrednosti 99m-tirofibana nakon 60 minuta su 

značajno veće u odnosu na one dobijene nakon 30 minuta, a koje su prikazane u tabeli 20 i 

prethodnim slikama. 

 

U Таbeli 22. prikazana je značajnost razlika između srednjih vrednosti 99m-tirofibana u 

tkivima/organima posle 30 i 60 minuta, što samo potvrđuje dobijene rezultate 

biodistribucionih studija. 

 

Таbela 22. Značajnost razlika između srednjih vrednosti 99m-tirofibana u 

tkivima/organima posle 30 i 60 minuta 

 

Tkivo Značajnost razlika (p) 

srce  t – 16,83           p < 0,001* 

pluća  t – 1,57             p = 0,1752 

Jetra t – 12,43           p < 0,001* 

slezina  t – 52,34           p < 0,001* 

bubrezi  t – 11,88           p < 0,001* 

trombotično tkivo  t – (- 43,29)      p < 0,001* 

skeletni mišić t – 10,26           p < 0,001* 

 *statistički značajna razlika 
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Sa ciljem da utvrdimo da li je distribucija 99m-tirofibana značajno različita u ispitivanim 

organima/tkivima nakon 30 i posle 60 minuta, urađena je analiza varijansi 

(jednofaktorijalna ANOVA i Tukey (HSD) test), što je prikazano u Tabeli 23. 

 

Тabela 23. Značajnost razlika između srednjih vrednosti 99m-tirofibana u različitim 

tkivima/organima nakon 30 i 60 minuta od injektiranja 

 

tkiva / оrgani posle 30 minuta pоsle 60 minuta 

srce – pluća p < 0,001 p < 0,001 

srce – jetra p < 0,001 p < 0,001 

srce – slezina p < 0,001 p < 0,001 

srcе – bubrezi p < 0,001 p < 0,001 

srcе – trombotično tkivo p < 0,001 p < 0,001 

srce – skeletni mišić p < 0,001 p = 0,0046 

pluća – jetra p < 0,001 p < 0,001 

pluća – slezina p < 0,001 p < 0,001 

pluća  - bubrezi p < 0,001 p < 0,001 

pluća – trombotično tkivo p < 0,001 p < 0,001 

pluća – skeletni mišić p = 0,9996 p < 0,001 

jetra – slezina p < 0,001 p = 0,0267 

jetra – bubrezi p < 0,001 p < 0,001 

jetra – trombotično tkivo p = 0,6756 p < 0,001 

jetra – skeletni mišić p < 0,001 p < 0,001 

slezina – bubrezi p < 0,001 p < 0,001 

slezina – trombotično tkivo p < 0,001 p < 0,001 

slezina – skeletni mišić p < 0,001 p < 0,001 

bubrezi – trombotično tkivo p < 0,001 p < 0,001 

bubrezi – skeletni mišić p < 0,001 p < 0,001 

trombotično – skeletni  mišić p < 0,001 p < 0,001 

 

Dobijeni rezultati su pokazali da je ditribucija 99m-tirofibana u različitim tkivima značajno 

različita i posle 30 minuta (F=289,26  p < 0,001) i posle 60 minuta (F=894,39  p < 0,001). 

 

Tukey (HSD) test nam pokazuje da nakon 30 minuta, razlike nisu značajne samo kod 

distribucije u plućima i normalnom tkivu (skeletni poprečno prugasti mišić) (p = 0,9996), 

kao i između jetre i trombotičnog tkiva   (p = 0,6756).  

Nakon 60 minuta, sve pojedinačne razlike u odnosu na distribuciju 99m-tirofibana u 

različitim tkivima  statistički su značajne (Tabela 22).
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5. DISKUSIJA 
 

 

Tromboembolijske promene, kao što su duboka venska tromboza  (DVT) i plućna 

embolija, su vaskularna oboljenja koja nose visoki rizik po zdravlje pacijenta i 

predstavljaju  jedan od vodećih uzročnika povećanog morbiditeta i mortaliteta kod ljudi 

koji žive u srednje i visoko razvijenim zemljama (Davì i Patrono, 2007; Bonaca i Creager, 

2015).  Osnovni preduslov za uspešnu terapiju DVT-e, a sa tim i uspešnu prevenciju 

posledica koje ona nosi sa sobom, je  rana, jednostavna i po mogućnosti, neinvazivna 

dijagnostika. 

DVT je produkt hiperkoagulobilnog stanja, pri čemu dolazi do formiranja tromba koji je 

bogat  fibrinom, trombocitima i eritrocitima (Henri i sar, 2013; Youngzli i sar, 2014). 

Patogeneza DVT-e prvobitno je formulisana Virchowom trijadom, koja uključuje oštećenja 

krvnih sudova. U novije vreme utvrđena je uloga aktiviranih trombocita u formiranju 

tromba (Tanaka i sar., 2009; Zhenyu i sar, 2010; Youngzli i sar., 2014). Ovo je iskorišćeno 

za uvođenje dijagnostičkih postupaka koji koriste radioaktivno obeležane male peptidne 

molekule radioaktivnim izotopima, pre svega tehnecijuma [99mTc].  Upotrebom 

modifikovanog rekombinantnog tkivnog plazminogena, obeležanog sa tehnecijumom 

[
99m

Tc rt-PA], može da se dijagnostikuje akutna DVT i kod simptomatskih i kod 

nesimptomatskih pacijenata, naročito kod onih koji imaju takozvanu sekundarnu epizodu, 

posle 12 do 24 meseca od primarnog dijagnosticiranja (Janssen i sar., 2001). Pokušaji da se 

koriste obeleženi trombociti i na taj način omogući vizuelizacija tromboembolijskih 

promena (Janevic i Tadzer, 1989; Trajkovski i sar., 1989) i danas su predmet naučnog 

istraživanja. 

Nuklearna medicina zajedno sa radionuklidnim vizuelizacionim tehnikama, zbog fakta što 

koriste visokospecifične agense, obeležene radionuklidima, koji se zbog povoljnih fiziko-

hemijskih osobina  mogu primeniti u dijagnostičkim postupcima, zauzima jedinstveno 

mesto u proceni različitih oboljenja, kao rezultat odlične senzitivnosti za detekciju krajnje 

malih količina biološki važnih supstanci (Andrew i Heaton, 1987; Basse-Cathalinat i 

Tendero, 2001; Dixon i sar., 2001). 

Trobocitni glikoproteinski  (GPIIb/IIIa) receptor predstavlja ključnu komponentu u procesu 

trombocitne agregacije, a time i ciljno mesto za terapijsku intervenciju. Postoji  više klasa 

inhibitora GPIIb/IIIa receptora (Fintel, 2001; Hirsh, 2001; Joel, 2001; Hirsh i Lee, 2002), 

koji inhibiraju trombocitnu funkciju u fazi njihove agregacije preko okupacije 

fibrinogenskih mesta za vezivanje (Cook i sar., 1997; Chadderdon i Cappello, 1999; 

Abumiya i sar., 2000; 2002; Schneider, 2011).   

http://circres.ahajournals.org/search?author1=Marc+P.+Bonaca&sortspec=date&submit=Submit
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U vreme pojave GPIIb/IIIa antagonista pojavila su se i monoklonska antitela (himerna ili 

mišija), kao abciksimab (Jordan i sar., 1997; Mousa i sar., 1997; Peterson i sar., 1998; 

Nurden i sar., 1999; Quinn i sar., 1999 i 2001), RGD peptidi, integrilin, kao i grupa 

pseudopeptida ili peptidomimetika, tirofiban (Thiagarajan i Benedict, 1997; Cook i sar., 

1999; Ali i sar., 2000; Cho, 2000; Abulancia i sar., 2001; Tanaka i sar., 2004). Kasnije su 

se pojavili  prvi radioaktivni peptidi obeleženi sa tehnecijumom (99mTc) kao apticid – 

Diatide, pokušaji obeležavanja c7E3 Fab antitela (abciksimab), kao i malih 

peptidomimetika koji prepoznaju specifično mesto vezivanja fibrinogena preko RGD 

sekvence (Arg-Gly-Asp) kao tirofiban i eptifibatid (Mahmud i sar., 2007; Serebruany i sar., 

2007; van Rensburg i sar., 2012; Yeung i Holinstat, 2012).  

Obeleženi peptidi i peptidomimetici koji spadaju u grupu trombocitnih GPIIb/IIIa 

antagonista stvarno mogu da zauzmu značajno mesto u nuklearno-medicinskim metodama, 

kao radiofarmaceutski preparati. 

Prvi komercijalni radiofarmaceutik koji je upotrebljen za direktnu scintigrafsku 

vizuelizaciju aktiviranog trombocitnog kompleksa je Tc-99m apcitid (Taillefer i sar., 1999;  

Thakur i sar., 2000). Apticid   nije   mogao   da   pruži   željene   rezultate  u    detekciji  

tromboembolijskih promena zbog   poteškoća u stvaranju stabilnog  radioaktivnog  

kompleksa  (Knigh i sar., 1999; Taillefer, 1999; Klem i sar., 2000;  Mitchel i sar., 2000; 

Thakur i sar., 2000; Ciborowski i Tomasiak, 2009). On je po strukturi  mali peptid sa 

visokim afinitetom za GPIIb/IIa receptore. U radioaktivno obeleženom obliku preparat daje 

scintigrafsku sliku akutnog tromba. Odatle se i ovaj novi dijagnostički modalitet generalno  

naziva tromboscintigrafija. Za razliku od ostalih konvencionalnih metoda za procenu DVT-

e, ova metoda potencira biološke karakteristike akutnog ugurška, na samom početku 

nastajanja tromba, odnosno pre definisanja njegovih morfoloških osobina.  

U našoj studji, preko uvođenja radioaktivno obeleženog tirofibana sa 99mTc, za 

vizuelizaciju akutne DVT-e na eksperimentalnom životinjskom modelu, hteli smo da 

potvrdimo pretpostavke koje postoje za ovaj tip potencijalnih radiofarmaceutika.  

Tirofiban, kao mali peptidomimetik, lako je obeležiti sa 99mTc, koji je najpogodniji gama 

emiter za dijagnostiku. Preparati dobijeni ovim načinom obeležavanja (Lister-James i sar., 

1996; Pearson i sar., 1996),  imaju visoku radiohemijsku čistoću (procenat vezivanja preko 

98%)  i radionuklidnu čistoću (prisustvo molibdena manje od 0,1%). Potvrdili smo da 

dobijeni  kompleks  pokazuje  visoki  procenat  vezivanja  (iznad 98.5%),   pomoću  instant  
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hromatografije upotrebom TLC traka (TLC Aluminum Sheets, EMD/Merck KGaA)  i 

određivanja njegove radiohemijske čistoće (Slika 6). 

Kompleks je stabilan i može se koristiti u periodu i posle 6 sati nakon obeležavanja (Tabela 

3). Ovo je bilo bitno iz više razloga i to: 

- Poluživot 99m tehnecijuma je 6 sati; na ovaj način mogli bi da koristimo obeleženi 

preparat u periodu prvog vremena poluraspada i tačno izračunati specifičnu 

radioaktivnost. 

- Možemo koristiti isto obeležavanje kod svih eksperimentalnih pacova bez bojazni da će 

se izmeniti kinetika preparata. 

- Možemo koristiti isti preparat kod svih in vitro studija na trombocitima, uz mogućnost 

da dobijemo tačne rezultate radioaktivnog raspada, mereći uvek adekvatnan i validan 

broj impulsa. 

Tehnecijum - 99m, kao izotop iz izbora i jedan od najčešće korišćenih gama emitera u 

nuklearnoj medicini,  povoljan je za dijagnostiku i vizuelizacione studije (Yong i Frey 

2008). Ugradili smo ga u molekulu tirofibana, posredstvom kalaj-hlorida (Lister-James i 

sar., 1996; Pearson i sar., 1996),  kao sredstva za redukciju. Tačan mehanizam njegovog 

kompleksiranja još uvek nije dovoljno poznat, ali na bazi teorijskog razmatranja, može se 

pretpostaviti da dva molekula  tirofibana  vezuju  jedan tehnecijum [99mTc].  

Nakon određivanja stabilnosti, odredili smo najmanju koncentraciju tirofibana koji nema 

terapijsku efikasnost, uz sačuvani afititet za GPIIb/IIIa receptore, koristeći in vitro 

agregacione studije na trombocitima (Smith i sar., 1999; Holmes i sar., 2001; Simon i rar., 

2001).   Rezultati   dobijeni    iz   agregacionih   studija   na    humanim trombocitima i 

trombocitima  pacova, preko afiniteta vezivanja, pokazuju da nema statistički značajnih 

razlika između dva entiteta. 

Preko određivanja sposobnosti indukovane agregacije pomoću agoniste ADP-a (Kulkarni i 

sar., 2000) i određivanja inhibitornih efekata tirofibana na agregaciju trombocita odredili 

smo najnižu efektivnu koncentraciju tirofibana. Kako se vidi na Slici 15, optimalna 

koncentracija radioaktivno obeleženog tirofibana za dijagnostiku, bez terapijskog efekta, je 

manja od 10 nM. U svim našim daljim ispitivanjima koristili smo ovu koncentraciju 

tirofibana. 
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http://jnm.snmjournals.org/search?author1=Yong+Du&sortspec=date&submit=Submit


84 

  Diskusija 

 

 

Prvi eksperimentalni model tromboze je opisan 1856 godine (Robert Virchow). U tom 

modelu on je predložio tri kauzalna faktora koja vode do tromboze, sada poznate kao 

Virchow-a trijada: 

- opstrukcija protoka krvi, 

- promene  osobina krvnog sadržaja, 

- alteracije u unutrašnjosti krvnih sadova. 

Ovi principi su koriščeni dosada od mnogih istraživača pri postavljanju i razvoju in vivo 

modela tromboze. Uglavnom su u modelima bili koriščeni najefikasniji mehanizmi koji 

vode do brzog formiranja tromba. 

Modifikovanjem von Willebrandovog faktora (vWF 1326) miša, razvijen je model koji je 

dobro korelirao sa humanom trombocitnom trombozom. Ovaj biološki model koristi se kao 

farmakodinamski biomarker za antitrombotičku terapiju (Magallon, 2011). 

Naš eksperimentalni model  bio je tako postavljen da  nam pruži optimalne uslove koje bi 

mogli da iskoristimo za dalje kliničke studije (Lewis i Westwick, 1978; Barrett i sar., 

1996). Razlozi zbog kojih smo odabrali ligaturu femoralne vene, a ne jugularne ili donje 

šuplje vene su sledeći: 

- femoralna vena je najdostupnija za prepariranje, 

- femoralna vena predstavlja najčešče mesto gde se nastaje DVT kod ljudi, 

- u okolini femoralne vene nema drugih organa koji bi mogli vezati 

radiofarmaceutik i time  uticati na pravilno tumačenje rezultata. 

Sve eksperimente (praćenje  koncentracije i eliminaciji radioaktivnog i neradioaktivnog 

tirofibana u plazmi,  vizuelizacione i biodistribucione studije) rađene su na ovako 

postavljenom eksperimentalnom  modelu.  

Na osnovu dobijenih rezultata došli smo do zaključka da je odabrani model, iako je na 

eksperimentalnom  pacovu,  adekvatan  i validan  za potencijalne kliničke  studije.  Ovo je  

posebno potvrđeno praćenjem koncentracije neradioaktivnog tirofibana u plazmi pacova i 

na isti način u plazmi čoveka (Tabela 12). Adekvatnost sistema  bila je proverena preko 

praćenja različitih parametara (vreme zadržavanja-retencije, faktor razvlačenja pika - 

tailing, faktor kapaciteta, rezolucija i selektivnost), što je jasno vidljivo u Tabeli 12. 

Radioaktivno obeleženi tirofiban ima skoro identično ponašanje kao i neradioaktivni (Slika 

34 i Tabela 19), što potvrđuje da je preko 70%  radioaktivnosti eliminisano iz cirkulacije u 

periodu prvog sata posle aplikovanja i da radioaktivno obeležavanje ne menja 

farmakokinetički profil tirofibana. 
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Preko određivanja koncentracije dodatog i vezanog radioaktivnog tirofibana određuje se 

optimalna koncentracija saturacije receptora (Knežević i sar., 1996). Koristeći istu 

koncentraciju i istu aktivnost radioobeleženog tirofibana u svim in vitro studijama   

pokazali   smo  da  procenat  vezivanja  radioobeleženog  tirofibana  za humane trombocite 

i trombocite pacova ne pokazuje značajnu razliku (69% kod humanih trombocita / 68.7% 

kod trombocita dobijenih od pacova). Ovo vezivanje  bilo je stabilno i nakon dvojnog 

ispiranja, što je bio značajan pokazatelj za stabilnost kompleksa (58.6% kod humanih 

trombocita  / 57.5% kod  trombocita dobijenih  od  pacova). Ovo  je dalo za pravo da 

potvrdimo pretpostavku da rezultati dobijeni u eksperimentalnom modelu DVT-e pacova, 

mogu biti validni i očekivani kod ljudi sa DVT-om.   

Preko praćenja  koncentracije radioaktivnog i neradioaktivnog tirofibana u krvi (5, 15, 30, 

45 i 60 min., nakon i.v.bolus injekcije), kod eksperimentalnog modela DVT-e i kontrolnoj 

grupi pacova, istom HPLC metodom, potvrdili smo da se uvođenjem tehnecijuma i 

promenom strukture molekula, ne menja se već poznati farmakokinetički profil leka 

(Oertel i sar., 2004; Access data FDA, 2012; Access data FDA, 2014). Cilj injektovanja 

različite koncentracije tirofibana (i.v. bolus injekcije u dozi od 0.6 mg/kg; 0.8 mg/kg; 1 

mg/kg),  bio je da potvrdimo biodistribuciju i brzu eliminaciju leka kod modela sa DVT-

om. Sve navedeno ukazuje na potencijalnu mogućnost  primene radioaktivno obeleženog 

tirofibana za detekciju rane DVT-e (Darkovska Serafimovska i sar., 2014; 2015). Niske 

koncentracije tirofibana, na mestu gde postoje patološke promene, ne utiču na mogućnost 

fibrinogena da se veže za GPIIb/IIIa receptore, ali u isto vreme tirofiban je prisutan u 

dovoljnoj  koncentraciji  koja  omogućava vizuelizaciju  patoloških  promena u cirkulaciji 

(Gibaldi i Perrier, 1982).  Sa ciljem da uporedimo tri različite doze tirofibana (0.6 mg/kg; 

0.8 mg/kg; 1 mg/kg), injektovane u kontrolnoj grupi i u eksperimentalnom modelu DVT-e, 

koristeći isti analitički metod, kalkulisali smo procenat tirofibana u funkciji vremena 5, 15, 

30, 45 i 60 min., nakon i.v.bolus injekcije. 

Na osnovu podataka za koncentraciju tirofibana u krvi nakon i.v. bolus injekcije, u dozi od 

0.6 mg/kg, 0.8 mg/kg i 1 mg/kg, može se zaključiti  da su serumske koncentracije 

tirofibana merene 5, 15, 30, 45 i 60 min. nakon aplikacije kod eksperimentalne  grupe  

pacova sa DVT-om niže u odnosu na serumske koncentracije tirofibana kod kontrolne  

grupe  pacova. Niža koncentracija tirofibana u serumu kod pacova sa DVT-om  može se 

objasniti  vezivanjem tirofibana za GPIIb/IIIa receptore (Herbert i sar., 1992).  Na taj način 

smo  potvrdili eksperimentalni životinjski model DVT-e.  
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Što se tiče eliminacije leka, rezultati su pokazali sličnost kod oba modela (eksperimentalni 

model DVT-e i kontrolna grupa). 15% injektovane doze prisutne u krvi 60 minuta nakon 

i.v. bolus injekcije kod kontrolne grupe pacova i vrednosti između 11.25-12% kod 

eksperimentalnog modela pacova sa DVT-om, pokazuju kratko T1/2 (brza eliminacija) 

tirofibana iz krvi (Oertel i sar., 2004).  

Sve navedene analize  ujedno potvrđuju da je radioaktivna formulacija tirofibana, koristeći 

99m tehnecijum, bila stabilna i pogodna za praćenje. 

Savremeni pristup dijagnoze kliničke vidljive venske tromboze, koja se manifestuje 

velikim i okluzivnim venskim trombovima, koji  su lokalizovani na proksimalnim venama 

na donjim ekstremitetima, preporučuje egzosonografiju, kao neinvazivnu metodu. 

Kompresivni ultrazvuk je neinvazivni test sa senzitivnošću od 95-99% prepoznatljiv kao 

vrlo precizan dijagnostički metod, kada simptomatologija pacijenta sugeriše postojanje 

akutne venske tromboze donjih ekstremiteta (Clive, 1998, Shannon, 2004). U drugim 

slučajevima, kada je u pitanju suspektna, rekurentna venska tromboza na ekstremitetima, 

ista teško može da se dijagnosticira, zbog toga što u preko 50% pacijenata otsusutvuju 

simptomi. Dijagnoza je još teža kod rekurentne DVT-e, zbog distorzije ili opstrukcije 

dubokog venskog sistema od prethodnih trombotičnih stanja. 

Slike koje smo dobili vizuelizacijom normalnih pacova i eksperimentalnog modela DVT,-e 

kao i biodistribucione studije nakon žrtvovanja eksperimantalnih životinja, potvrđuju naša 

predviđanja do kojih smo došli nakon in vitro analiza (Darkovska Serafimovska i sar., 

2015). Na mestu oko ligature, akumulacija radioaktivnosti je izrazita i u potpunosti 

odgovara procesu tromboze. Normalno tkivo (skeletni mišić kontralateralnog ekstremiteta)  

pokazuje nespecifično vezivanje, odnosno prisutnost radioaktivnosti u cirkulaciji nakon 

određenog vremena (Tabela 21). 

Na Slici 35 dominira mesto akumulacije  koje predstavlja superponiranje radioaktivnosti 

jetre, slezene i bubrega, a što odgovara i nalazima biodistribucionih studija.  Nazire se 

mokraćna besike kao mesto brze eliminacije radioaktivnosti; posle 60 minuta bešika  je 

jasno vidljiva. 

Na slici 36, koja predstavlja vizuelizaciju eksperimentalnog modela pacova 30 i 60 minuta 

nakon injektovanja 99mTc-tirofibana i njegovo vezivanje na kritičnim mestima, vidimo tri 

jake akumulacije : na mestu injektovanja, jaka zbirna aktivnost jetre, slezene i bubrega i 

mesto indukovane duboke venske tromboze (DVT). 

Na osnovu upoređivanja odnosa različitih organa evidentna je razlika između trombotičnog 

i normalnog tkiva (Tabela 23). 
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Upotreba tehnecijuma - 99mTc, za radioaktivno obeležavanje, ima još jednu prednost, a to 

je mogućnost dobijanja slike u kraćim vremenskim intervalima. Stabilnost preparata nakon 

obeležavanja, a pre njegovog injektiranja,  određivana je sa ciljem da nam pruži 

informaciju o stabilnosti kompleksa i mogućnost njegove upotrebe u dužem vremenskom 

periodu nakon obeležavanja (Darkovska Serafimovska i sar., 2015).  

Slika 35 pokazuje akumulaciju markera u eksperimentalno prouzrokovanoj trombozi; 

radioaktivnost je dovoljno velika da bi se napravila statistička obrada rezultata, kao i za 

mogućnost merenja u biodistribucionim studijama, nakon žrtvovanja pacova (Tabela 20).  

Rezultati iz Tabele 20 pokazuju distribuciju radioobeleženog  tirofibana  u razmacima od 

30  i 60 minuta.  Analiza t-test-om za zavisne uzorke pokazala je da postoje statistički 

značajne razlike u biodistribuciji 99m-tirofibana u različitim organima/tkivima posle 30 i  

posle 60 minuta. U srcu, plućima, jetri,  slezini, bubrezima i mišićima, vrednosti su 

značajno veće nakon 30 minuta. U trombotičnom tkivu vrednosti 99m-tirofibana nakon 60 

minuta su značajno veće u odnosu na one dobijene nakon 30 minuta (Darkovska 

Serafimovska i sar., 2015). 

Postoji statistički značajna razlika u različitim tkivima posle 30 i 60 minuta (Tabela 21).  

Ditribucija 99m-tirofibana u različita tkiva je značajno različita i posle 30 minuta 

(F=289,26     p < 0,001) i posle 60 minuta (F=894,39     p < 0,001). 

Tukey (HSD) Test pokazuje da nakon 30 minuta razlike nisu značajne samo kod 

distribucije u plućima i mišićima (p = 0,9996), kao  i između jetre i trombotičnog tkiva   (p 

= 0,6756). 

Nakon 60 minuta, sve pojedinačne razlike u odnosu na distribuciju 99m-tirofibana u 

različitim tkivima su statistički značajne. 

 

Na osnovu analize naših rezultata, kao i pregleda literature koja je obuhvatila područje 

detekcije i vizuelizacije tromboembolijskih promena, posebno akutne duboke venske 

tromboze, smatramo da je tirofiban, obeležen  radioaktivnim izotopom 99m-tehnecijuma, 

primenjiv u humanim studijama, te da, kao potencijalni radiofarmaceutik, može da bude 

predložen za klinička ispitivanja u definisanim grupama pacijenata. 
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6. ZAKLJUČCI 
 

 
Na osnovu izvedenih eksperimenata, dobijenih rezultata i literaturnog pregleda možemo 

zaključiti sledeće: 

 

1) Tirofiban obeležen radioaktivnim izotopom tehnecijuma-99m predstavlja  

potencijalni radiofarmaceutik za ranu detekciju duboke venske tromboze 

(DVT). U prilog tome ide osobina tirofibana da se lako može obeležiti  

tehnecijumom-99m, koji je, kao izotop izbora,  jedan od najčešće korišćenih 

gama emitera u nuklearnoj medicini, povoljan za dijagnostiku i vizuelizaciju 

trombotičnih promena. Upotreba tehnecijuma-99m za radioaktivno 

obeležavanje daje mogućnost dobijanja slike u kratkom vremenskom intervalu. 

2) Postavljeni eksperimentalni model DVT-e  pogodan je za predklinička 

ispitivanja. Niža koncentracija tirofibana u serumu kod eksperimentalnog 

modela ukazuje na postojanje DVT-e i potvrđuje adekvatnost modela. Slike 

dobijene nakon vizuelizacije gama kamerom prikazuju akumulaciju tirofibana u 

trombotičnoj femoralnoj veni pacova. 

3) Radioaktivno obeleženi tirofiban ima gotovo identičan kinetički profil kao i 

neradioaktivni, što je utvrđeno praćenjem koncentracije neradioaktivnog i 

radioaktivnog obeleženog tirofibana u plazmi 5, 15, 30, 45 i 60 min. nakon i.v. 

bolus injekcije. Uvođenjem tehnecijuma i promenom strukture molekule, ne 

menja se već poznati farmakokinetički profil leka. 

4) In vitro, procenat vezivanja radioobeleženog tirofibana za humane i animalne 

trombocite ne pokazuje značajnu razliku. Ovaj nalaz ide u prilog adekvatnosti 

animalnog modela DVT-e, kao i mogućnosti  translacije naših rezultata na 

humanu populaciju.   

5) Optimalna koncentracija radioaktivno obeleženog tirofibana za dijagnostiku 

DVT-e, bez terapijskog efekta, je manja od 10 nM. Niske koncentracije 

tirofibana na mestu gde postoje patološke promene ne utiču na sposobnost 

fibrinogena da se veže za GPIIb/IIIa receptore. Istovremeno, visoki afinitet 

vezivanja tirofibana za GPIIb/IIIa receptore omogućava  vizuelizaciju 

patoloških promena u cirkulaciji.   
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6) Biodistribucione studije pokazale su da postoje statistički značajne razlike u 

biodistribuciji 99mTc-tirofibana u različitim organima/tkivima, 30 i 60 minuta 

posle aplikovanja radiomarkera. U srcu, plućima, jetri, slezini, bubrezima i 

mišićnom tkivu, vrednosti su značajno veće nakon 30 minuta. Obrnuto, u 

trombotičnom tkivu vrednosti 99mTc-tirofibana su značajno veće nakon 60 

minuta, što ukazuje na kumuliranje radioaktivno obeleženog tirofibana na mestu 

tromboembolijske promene. 

7) Smatramo da je tirofiban, obeležen  radioaktivnim izotopom 99m-tehnecijuma, 

primenjiv u humanim studijama, te da, kao potencijalni radiofarmaceutik, može 

da bude predložen za klinička ispitivanja u definisanim grupama pacijenata sa 

ranim stadijumom DVT-e. 
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