Sveuciliste u Zagrebu

Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Jelena Buben

ISPITIVANJE | USPOREDBA UCINKA KOMERCIJALNE DOAC-STOP
TABLETE | IN HOUSE OPTIMIRANE METODE S MEDICINSKIM
AKTIVNIM UGLJENOM NA UKLANJANJE INTERFERENCIJE
DIREKTNIH ORALNIH ANTIKOAGULANTNIH LIJEKOVA U
ODREDIVANJU PRETRAGE LUPUS ANTIKOAGULANS

Zagreb, 2019.



Ovaj rad izraden je u KlinicCkom zavodu za kemiju, KBC Sestre milosrdnice u Zagrebu
pod struénim vodstvom mentorice doc. dr. sc. Sandre Suprahe Gorete i neposrednim
voditeljstvom dr. sc. Sandre Margeti¢, znanstvene suradnice. Rad je predan na
natjeCaj za dodjelu Rektorove nagrade Sveucilista u Zagrebu u akademskoj godini
2018/2019. Eksperimentalni dio ovog rada financijski je podrzan od Hrvatske zaklade
za znanost (HRZZ) u sklopu istrazivackog projekta HRZZ-1P-2016-06-8208 pod
nazivom ,Novi oralni antikoagulansi: povezanost koncentracije lijeka i

antikoagulantnog ucinka®“.



SADRZAJ

[ 1Y@ ] SO 1
1.1, HeMOSLAISKI SUSTAV .......cciuiiieiiiiiiie et sie et st e e ste e stesseeseesteaneeseeaneentenneas 1
1.1.1. SUSIAV ZGrUSAVANJA........cci it st se et e re b nre s 1
1.1.2. FibrinOlitiCKI SUSTAV ......c.oiiiiiiiiiiee e 2
O I o] 1 0] oo 111 USSR 3
1.2.1. Antifosfolipidna protutijela kao uzrok trombofilije ..........ccccceviiviiiiii 5
1.2.2. Laboratorijska dijagnostika lupus antikoagulansa ............cccccvvveveiiiiieie s 6
1.3, Antikoagulantna terapifa..........ccriierieiiiieiee st 8
1.3.1. Direktni (novi) oralni antikoaguUIANSI ... 9

1.3.1.1. Utjecaj direktnih oralnih antikoagulansa na rezultate probirnih koagulacijskih
0121 =T = PSP RTRR 11

1.3.1.2. Metode kvantitativhog odredivanja koncentracije direktnih oralnih
ANLKOAGUIBNSE........cviciiciice et s be et re e re e 12

1.3.1.3. Utjecaj direktnih oralnih antikoagulansa na rezultate pretrage lupus

ANTKOAGUIANS ... 13

OPCI 1 SPECIFICNI CILJEVI RADA .......cooooiiiimirimmneeinseessssssssessssssssssssssssssssssssssssseens 15
MATERIJALI I METODE ..ottt 16
3.1 (£ 0] 1= 1 1] SRR 16
3.2. UZOTCI 1ottt bbbttt 16
3.3. Y= LT 41T 1 TSRS 17
3.4. IMBLOTE ...t e bbbttt 18
3.4.1. Odredivanje koncentracije direktnih oralnih antikoagulansa.............ccccocoeieivnnnns 18
3.4.1.1. Odredivanje koncentracije dabigatrana................ccccooviiniiiniiiiii s 18
3.4.1.2. Odredivanje koncentracije rivaroksabana i apiksabana............c.ccccoovvninininenns 19
3.4.2. Odredivanje lupus antikoagulansSa .............cccccoeiiiiiiiiie e 20

3.4.3. Postupak odredivanja pretrage lupus antikoagulans nakon dodatka

komercijalne DOAC-Stop™ tablete i medicinskog aktivnog ugliena........................ 21

3.4.3.1. Postupak s uzorkom kojemu je dodana DOAC-Stop™tableta...............cccceueneeee. 22
3.4.3.2. Postupak s uzorkom kojemu je dodan medicinski aktivni ugljen ............cc.ccccc..... 22
3.5. StatistiCka obrada podataka ..o 24
REZULTAT ettt bbbttt b ettt b ettt e et 26

4.1. Rezultati odredivanja koncentracije DOAC lijekova i probirne i potvrdne
dRVVTpretrage u dijagnostici LA u bolesnika lije€enih DOAC lijekovima ............... 26



4.2. Rezultati odredivanja probirne (dRVVTs) i potvrdne (dRVVTc) pretrage u

dijagnostici LA u bolesnika lijeéenih DOAC lijekovima s lazno pozitivhim
rezultatom pretrage LA nakon dodatka komercijalne DOAC-Stop™ tablete i
MediCiNSKO aKtiVNOG UGIJENA ......vviieiieiiiiiee e 32

4.3. Rezultati odredivanja koncentracije DOAC lijekova u uzorcima plazme

bolesnika s lazno pozitivnim rezultatom pretrage LA nakon dodatka
komercijalne DOAC-Stop™ tablete i medicinskog aktivnog ugljena...................... 41

4.4. Rezultati odredivanja probirne dRVVT i potvrdne dRVVT pretrage te

izraCun LA omjera u uzorcima plazme bolesnika sa stvarno pozitivhim

rezultatom pretrage LA i nakon dodatka komercijalne DOAC-Stop™

tablete i medicinskog aktivnog ugliena..........cccccvviiiiiii 41
RASPR AV A e ettt ae 44
ZAKLJUGCAK .......oooiieieeeeeee ettt ettt et et e st et see e aaneee e 50
ZAHVALE .o e 51
L T ER AT U R A e ettt e ettt e ettt e e e e et e e e eeta e e eeeraaaaeees 52
SAZETAK ..ottt ettt sttt ettt 59

SUMMARY e 61



POPIS KRATICA

aCL - antikardiolipinska protutijela (engl. anticardiolipin antibodies)

AIM - akutni infarkt miokarda

anti-B2-GP1 - anti-B2-glikoproteinska protutijela (engl. anti-B2-glycoprotein antibodies)
APCR - rezistencija na aktivirani protein C (engl. resistance to activated protein C)
aPL - antifosfolipidna protutijela (engl. antiphospholipid antibodies)

APS - antifosfolipidni sindrom

APTYV - aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme

AT - antitrombin

DTI - izravni inhibitori trombina (engl. direct thrombin inhibitors)

DOAC - direktni oralni antikoagulacijski lijekovi (engl. direct oral anticoagulants)
dRVVT - razrijedeno vrijeme zgrusavanja zmijskog venoma Russelove ljutice (engl.
dilute Russell Viper Venom time)

dRVVTs - probirni test razrijedenog vremena zgru$avanja zmijskog venoma
Russelove ljutice (engl. dilute Russell Viper Venom time screen)

dRVVTc - potvrdni test razrijedenog vremena zgruSavanja zmijskog venoma
Russelove ljutice (engl. dilute Russell Viper Venom time confirm)

dTV - razrijedeno trombinsko vrijeme (engl. diluted thrombin time)

DVT - duboka venska tromboza

ES - endotelne stanice

FVL - faktor V Leiden (engl. factor V Leiden)

FXa - aktivirani ¢imbenik Xa (engl. activated factor Xa)

IgG - imunoglobulin G

IgM - imunoglobulin M

IQR - interkvartilni raspon (engl. interquartile range)

LA - lupus antikoagulans

LC/MS-MS - teku€inska kromatografija sa spektrometrijom masa (engl. liquid
chromatography/mass spectrometry)

LMWH - niskomolekularni heparin (engl. low molecular weight heparin)

NOAC - novi oralni antikoagulansi (engl. new (novel) oral anticoagulants)

NVAF - nevalvularna fibrilacija atrija (engl. nonvalvular atrial fibrillation)

PE - plu¢na embolija



PV - protrombinsko vrijeme

SE - sistemna embolija

TF - tkivni Cimbenik (engl. tissue factor)

TFPI - inhibitor puta tkivhog Cimbenika (engl. tissue factor pathway inhibitor)
TPA - tkivni aktivator plazminogena

TV - trombinsko virjeme

UFH - nefrakcionirani heparin (engl. unfractioned heparin)

UPA - urokinazni aktivator plazminogena

VWF - von Willebrandov ¢imbenik (engl. von Willebrand factor)

VTE - venska tromboembolija

95%CI - 95%-tni interval pouzdanosti (engl. 95% confidence interval)



1. UvVOD

1.1. Hemostatski sustav

Hemostatski sustav obuhvac¢a strogo regulirane fizioloSke procese
zgruSavanja krvi i vaskularnog popravka koji omogucuju zaustavljanje krvarenja
nakon ozljede krvne zile te uklanjanje tako stvorenog krvnog ugruska nakon obnove
vaskularnog integriteta.

Ozljedom krvne Zile, aktivacija hemostatskog sustava odvija se medusobno
povezanim i strogo reguliranim djelovanjem pojedinih sastavnica, koje ukljucuju

sustav zgru$avanja (€ini ga primarna i sekundarna hemostaza) i fibrinolitiCki sustav.

1.1.1. Sustav zgruSavanja

Aktivacija sustava zgruSavanja zapocinje procesom primarne hemostaze
neposredno nakon ozljede krvne zile, u kojem kljuCnu ulogu imaju vaskularne
endotelne stanice (ES) i trombociti, pri €emu nastaje primarni ili trombocitni ugrusak
na mjestu ozljede (McKenzie i Williams, 2014). Ozljedom krvne Zile cirkuliraju¢a krv
biva izravno izlozena subendotelnom tkivu, a posljedicno stvaranje trombocitnog
ugruska odvija se medusobno povezanim procesima adhezije (prianjanje trombocita
na kolagen u subendotelu), aktivacije (morfoloSke i funkcionalne promjene
trombocita) i agregacije (medusobno sljepljivanje) aktiviranih trombocita (Margeti¢ i
sur., 2018). U pojedinim segmentima procesa primarne hemostaze sudjeluju brojni
trombocitni membranski receptori i adhezivni proteini. Daljnjom aktivacijom sustava
zgruSavanja, na proces primarne hemostaze nadovezuje se sekundarna hemostaza
kojom se u nizu sloZenih reakcija aktiviraju pojedini Cimbenici zgruSavanja s
posljedi¢nim stvaranjem fibrina, odnosno stabilnog trombocitno-fibrinskog ugruska
(Versteeg i sur., 2013). Prema danas prihvacenom stanichom modelu aktivacije
zgruSavanja kojeg su 2001. godine utemeljili Hoffman i suradnici (Hoffman, 2003),
ovaj se proces sastoji od tri faze: inicijacijske, amplifikacijske i propagacijske.
Osnovnu ulogu u kontroli i usmjeravanju procesa hemostaze imaju trombociti i
stanice koje na svojoj povrSini sadrze tkivni Cimbenik (TF, engl. tissue factor).

Aktivacija sustava zgruSavanja u procesu sekundarne hemostaze pocinje izlaganjem



TF cirkulirajucoj krvi. TF se nalazi na unutarnjoj strani membrane stanica brojnih
organa, a u cirkulaciju dospijeva nakon ozljede i posljedi€nog oslobadanja iz liziranih
stanica (Morrissey i sur., 2012). Tijekom inicijacijske faze aktivacije zgru$avanja, u
cirkulaciju dospjeli TF veze se s FVII u aktivni kompleks (TF-FVlla), koji potom
FXa s kocCimbenikom FVa tvori tzv. kompleks protrombinaze, koji omogucuje
stvaranje prvih koli¢ina trombina aktivacijom protrombina (FIl). Stvoreni trombin
potom aktivira ¢imbenike zgruSavanja FV i FVIII u amplifikacijskoj fazi zgrusavanja.
SredisSnju ulogu u fazi amplifikacije, kao i kasnije propagacijske faze imaju trombociti,
na Ccijim se aktiviranim povrSinama odvijaju kljuCne reakcije plazmatske faze
zgruSavanja. Na aktiviranim trombocitima tako se djelovanjem aktiviranog Cimbenika
XI (FXla) FIX aktivira u FIXa koji se izravno veze s Cimbenikom VIII (FVIII) u tzv.
tenazni kompleks (FVllla/FIXa). Stvoreni kompleksi (tenazni i kompleks
protrombinaze) klju¢ni su za stvaranje vecih koliCina trombina potrebnog za
pretvorbu fibrinogena u fibrin i posljedi¢no stvaranje stabilnog trombocitno-fibrinskog
ugruska. Pretvorba fibrinogena u fibrin rezultira stvaranjem monomera fibrina €ijom
daljnjom polimerizacijom uz djelovanje aktiviranog €imbenika XllI (FXllla) nastaju
fibrino polimeri, odnosno, stabilan fibrinski ugrusak c¢ime zavrSava proces
zgrusavanija cirkulirajuce krvi na mjestu ozljede krvne Zile.

Osim navedenih sastavnica primarne i sekundarne hemostaze koje sudjeluju u
opisanoj aktivaciji sustava zgruSavanja nakon ozljede krvne Zile, u cirkulaciji su
prisutni i fizioloSki inhibitori zgruSavanja Cija je osnovna funkcija sprjeCavanje
spontane aktivacije sustava zgruSavanja i ograniCavanje aktivacije zgruSavanja na
samo mijesto ozljede. Klju€ni fizioloSki inhibitori zgrusavanja su antitrombin (AT),
protein C (PC), protein S (PS) i inhibitor puta tkivhog ¢imbenika (TFPI, engl. tissue

factor pathway inhibitor).

1.1.2. Fibrinoliticki sustav

FibrinolitiCki sustav je sastavnica hemostatskog sustava koja se aktivira
usporedo s aktivacijom sustava zgruSavanja, s osnovnim ciliem ograniCavanja
stvaranja ugruSka na mjesto ozljede i konaéne razgradnje fibrinskog ugruska koji je
ispunio svoju funkciju zaustavljanja krvarenja (Smith, 2010). KljuCna sastavnica

fibrinolitiCckog sustava je plazminogen (stvara se u jetri) koji se djelovanjem aktivatora

2



plazminogena prevodi u aktivan funkcionalni oblik plazmin. Djelovanjem plazmina,
stvoreni fibrin kida se u razgradne produkte te nastaju tzv. razgradni produkti
fibrinogena i fibrina (FDP, engl. fibrin(ogen) degradation products) razliCite veli€ine,
medu kojima je najmanji i specifi€an razgradni produkt fibrina razgradenog
plazminom D-dimer (Chapin i sur., 2015). Stvoreni FDP produkti inhibiraju daljnju
polimerizaciju fibrina i agregaciju trombocita i na taj nacin sprjeCavaju daljnju
aktivaciju sustava zgruSavanja. Analogno sustavu zgruSavanja, i fibrinoliticki sustav
je strogo reguliran ravnoteznim djelovanjem komponenata koje djeluju kao aktivatori i
inhibitori fibrinolize. Aktivatori fibrinolitiCkog sustava su tkivni aktivator plazminogena
(tPA) i urokinazni aktivator plazminogena (uUPA). tPA, koji se sintetizira u endotelnim
stanicama ima klju¢nu ulogu u aktivaciji plazminogena u vaskularnom sustavu, a uPA
u ekstravaskularnom tkivu. uPA sintetiziraju stanice sli¢ne fibroblastima, epitelne
stanice bubreznih tubula i monociti, a ES-e stvaraju i prethodnik prourokinazu.

U normalnim fizioloSkim uvjetima sve sastavnice sustava zgruSavanja i
fibrinolize nalaze se u strogo reguliranoj dinamickoj ravnotezi. Ovakvom regulacijom
sprijeCena je i smanjena i pojaCana koagulabilnost cirkuliraju¢e krvi. Ukoliko dode do
poremecaja takve ravnoteze, uslijed pojacane ili smanjene aktivnosti pojedinih
komponenata sustava zgruSavanja ili fibrinolize, poremecaj se ocituje u cjelokupnom
hemostatskom sustavu, a ovisno u samoj prirodi i uzroku, kliniCki se ocituje
pojaCanom sklonoScu krvarenju (hipokoagulabilnost) ili trombozi

(hiperkoagulabilnost).

1.2. Trombofilija

Trombofilja se definira kao povecana sklonost hiperkoagulabilnosti
cirkulirajuce krvi ili trombozi, a obiljeZava ju nastanak patoloskog krvnog ugruska ili
tromba. Uzroci nastanka tromboze mogu biti genetski ili ste€eni ¢imbenici, odnosno
kombinirani. Prema mjestu nastanka tromba, tromboza moZze biti arterijska ili venska.
Venska tromboembolija (VTE) klini¢ki se oc€ituje kao duboka venska tromboza (DVT)
i/ili pluéna embolija (PE), a arterijska trobmoza kao akutni infarkt miokarda (AIM) ili
mozdani udar. Tromboembolijske bolesti, uklju€ujuci i arterijsku i vensku trombozu, s
obzirom na izrazito visoku pojavnost i visok stupanj morbiditeta i mortaliteta,
predstavljaju znaCajan javnozdravstveni problem u razvijenim zemljama, pa tako i u
Republici Hrvatskoj (Cohen i sur., 2007; Hutchinson i sur., 2007; Kralj i sur., 2007).



Najznacajniji genetski ¢imbenici povezani s trombofilijom ukljuuju rezistenciju
na aktivirani protein C (APCR) ili mutaciju faktor V Leiden (FVL), mutaciju gena za FlI
ili protrombin, nasljedni nedostatak nekog od fizioloSkih inhibitora zgrusavanja PC,
PS ili AT (Margeti¢, 2014). Navedeni nasljedni ¢imbenici gotovo uvijek su povezani s
nastankom VTE, dok njihova povezanost s arterijskom trombozom do danas nije
jednoznacno dokazana. Znatno rjedi genetski uzroci trombofilije su
hiperhomocisteinemija i disfibrinogenemija, koji su za razliku od prethodno navedenih
c¢imbenika povezani s nastankom i arterijske i venske tromboze. Genetski Cimbenici
koji se posljednjih godina takoder povezuju s trombofilijom uklju€uju i povecanu
aktivnost Cimbenika zgruSavanja VIII (FVIIl), a prema najnovijim istrazivanjima
istraZivanjima i mutacije gena za Cimbenike zgrusavanja IX (FIX) i XI (FXI).

Osim navedenih genetskih €imbenika rizika, uzrok trombofilije mogu biti i
steCeni Cimbenici rizika. Tako je prisutnost cirkuliraju¢ih antifosfolipidnih protutijela
(aPL), uklju€ujuéi lupus antikoagulans (LA), antikardiolipinska protutijela (aCL) i anti-
B2-glikoprotein 1 (anti-B2-GP1) protutijela, vazan steCeni €imbenik rizika koji se
klinicki moze ocitovati i venskom i arterijskom trombozom (Pengo i sur., 2018;
Miyakis i sur., 2006). Pored navedenog, i brojni tzv. privremeni ili prolazni ¢imbenici
prisutni u razliitim patofizioloSkim stanjima, kao S$to su trauma, kirurski zahvat,
imobilizacija, trudnocCa, primjena hormonske nadomjesne terapije ili oralnih
kontraceptiva te paroksizmalna noc¢na hemoglobinurija, zasebno ili u kombinaciji s
ranije navedenim trajnim genetskim ili steCenim cimbenicima takoder doprinose
povecanoj sklonosti trombozi, i to prvenstveno VTE. KliniCka manifestacija
tromboembolije tako se naj¢eSée dogada u osoba koje imaju neki od nasljednih ili
ste€enih Cimbenika, ali i u patofizioloskim stanjima u kojima je prisutan neki od
privremenih (prolaznih) ste€enih €imbenika rizika, s obzirom da pojedini ¢imbenici
rizika imaju sinergisti¢ki i kumulativan ucinak.

Za razliku od navedenih nezavisnih Cimbenika VTE, arterijska tromboza
najéeSce je povezana sa steCenim Cimbenicima kao Sto su hipertenzija, pretilost,
hiperlipidemija i SeCerna bolest. Medu ranije navedenim nezavisnim cCimbenicima
rizika za VTE, samo za neke je do danas jednoznac¢no potvrdeno da uzrokuju i
arterijsku trombozu, medu koje se ubrajaju hiperhomocisteinemija, disfibrinogenemija

i prisutnost cirkuliraju¢ih antifosfolipidnih protutijela.



1.2.1. Antifosfolipidna protutijela kao uzrok trombofilije

Antifosfolipidna protutijela predstavljaju heterogenu skupinu autoprotutijela
usmjerenih na fosfolipid-vezujuce plazmatske proteine. Prisutnost aPL u plazmi
povezana je s kliniCkim sindromom, poznatim kao antifosfolipidni sindrom (APS), koji
uzrokuje nastanak venske i/ili arterijske tromboze i ponavljanih spontanih pobacaja te
drugih komplikacija trudnoc¢e (Chaturvedii sur., 2017; Andreoli i sur., 2013; Galli i
sur., 2003). Posljednjih tridesetak godina kontinuirano se istrazuju mehanizmi kojima
aPL sudjeluju u patogenezi APS-a te se danas smatra da su aktivacija ciljnih
hemostatskih stanica (trombocita i ES), monocita kao upalnih stanica, kao i aktivacija
i poremecaji sustava hemostaze u smjeru prokoagulantnog stanja, uz aktivaciju
sustava komplementa, kljuéni mehanizmi odgovorni za klinicke manifestacije ovog
sindroma, u prvom redu arterijske i venske tromboze.

Dijagnosti¢ki kriteriji APS-a ukljuCuju istodobnu prisutnost i klini¢kih i
laboratorijskih pokazatelja, pa je za postavljanje dijagnoze APS-a potrebno dokazati
prisutnost najmanje jednog kliniCkog kriterija (primjerice tromboza ili ponavljani
spontani pobacaj) i jednog laboratorijskog kriterija (prisutnost jedne ili vise
podskupina aPL u cirkulaciji).

Cirkuliraju¢a aPL €ine heterogenu skupinu autoprotutijela, koja se na temelju
metoda njihova odredivanja dijele u tri glavne skupine: lupus antikoagulans (LA),
antikardiolipinska protutijela (aCL) i anti-B2-glikoprotein-1 protutijela (anti-p2-GP1)
(Pengo i sur., 2018; Miyakis i sur., 2006). Dokazivanje prisutnosti LA protutijela u
plazmi odreduje se funkcionalnim koagulacijskim testovima, dok se aCL i anti-B2-GP1
protutijela odreduju imunokemijskim testovima koji ukljuuju odredivanje IgG i IGM
izotipova ovih protutijela. Vazno je naglasiti da laboratorijska dijagnostika APS-a
mora uvijek ukljuCiti odredivanje sve tri navedene skupine protutijela (Miyakis i sur.,
2006). Laboratorijski kriterij potreban za postavljanje dijagnoze APS-a je, kako je ve¢
navedeno, pozitivan reezultat za jednu, dvije ili sve tri skupine aPL protutijela u dva
nezavisna mjerenja u vremenskom razmaku od najmanje 12 tjedana (Pengo i sur.,
2018; Gomez-Puerta i sur., 2014; Miyakis i sur., 2006).



1.2.2. Laboratorijska dijagnostika lupus antikoagulansa

Dokazivanje antifosfolipidnih protutijela koja pripadaju skupini LA neizostavni
su dio laboratorijske dijagnostike aPL-a. Dijagnostic¢ki postupak za dokazivanje LA
protutijela izvodi se u specijaliziranim laboratorijima za ispitivanje poremecaja
hemostaze i ukljuCuje pretrage probira i potvrde. Naime, buduci da niti jedna zasebno
ucinjena laboratorijska koagulacijska pretraga nije dovoljno osjetljiva i specificna za
dijagnostiku LA, dijagnostiCki postupak za dokazivanje LA protutijela izvodi se
istodobnom kombinacijom viSe koagulacijskih pretraga razliCite dijagnosticke
osjetljivosti i specificnosti. Prema trenutno vaze¢im smjernicama, dijagnosticki je
potrebno odrediti najmanje dvije pretrage probira koje se temelje na primjeni razli€itih
mjernih nacCela te najmanje jednu potvrdnu pretragu (Moore, 2014; Pengo i sur.,
2009).

Laboratorijska dijagnostika LA primjenom kombinacije koagulacijskih pretraga
temelji se na dokazivanju: 1. produZenog najmanje jednog koagulacijskog testa
ovisnog o fosfolipidima, 2. dokazivanju inhibicijskog u€inka aPL protutijela i 3. potvrdi
inhibicijskog u€inka aPL protutijela dodatkom fosfolipida u suvisku. Navedene kriterije
koji dokazuju prisutnost LA osiguravaju mjerni postupci koji ukljuCuju probirne
testove, test mijeSanja i potvrdni test. Medu koagulacijskim pretragama kojima
dokazujemo produZeno vrijeme koagulacijskog testa ovisnog o fosfolipidima,
najcesce se izvodi pretraga aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV) uz
reagens osjetljiv na LA, dok se u drugom dijagnostickom koraku kao test znatno vece
osjetljivosti i specificnosti neizostavno koristi tzv. dRVVT probirni test (dRVVTs, engl.
dilute Russell viper venom time test screen) uz nizak sadzaj fosfolipida u sastavu
reagensa. Inhibicijski u€inak LA protutijela dokazuje se testom mijeSanja plazme
ispitanika i normalne plazme pri ¢emu na prisutnost LA protutijela ukazuje izostanak
korekcije inicijalno odredenog produZzenog koagulacijskog testa ovisnog o
fosfolipidima (najéeS¢e APTV u testu mijeSanja). Potvrda inhibicijskog ucinka LA
protutijela izvodi se dRVVT potvrdnim testom (dRVVTc, engl. dilute Russell viper
venom time test confirm) uz dodatak fosfolipida u suvisku.

lzvodenje probirne i potvrdne dRVVT pretrage neizostavni su dio
laboratorijske dijagnostike LA zbog znacajno vecée dijagnosticke osjetljivosti i

specificnosti u odnosu na opcée pretrage probira (primjerice APTV i APTV u testu



mijeSanja). DRVVT probirni i potvrdni test temelje se na primjeni zmijskog venoma

Russellove ljutice (RVV, engl. Russell viper venom).

Russell viper venom test dRVVT probirni test
0 °O°:£ ‘ % £39 s protrombin
o *0 o ':E: ‘:>' ’*‘ 0000 '" :>\\\ normalno
. - $ viijeme
ATAY Fosiolipidii frombin . i
plazma koja ne akfivira EX Ca2+ioni Zgrusavanja u
sadr¥i LA dodatak dRVVT L dRVVT
protutijela .
dodatak dRVVT dodatak normalne plazme dodatak fosfolipida u suvisku
2559 dRVVT

») bt R
O O O potvrdni test

‘él; A 027208

A ‘ :>0 ’x A
P LA veZe FL ili FL-protein *x 000 °O
. dRVVT komplekse

plazmakoja probirni V {}

" sadrziLA . " . - .
votutjela T produzeno vrijeme zgrusavanja Karigirano vrijeme
P! P leme zgr utsesa = Ia u dRVVTprobirnom testu zgrusavanja u potvrdnom
ARV, probirom dRVVT testu

Slika 1. Nacelo dokazivanja antifosfolipidnih LA protutijela primjenom dRVVT
probirne i potvrdne pretrage.

Preuzeto iz: http://www.perthhaematology.com.au/aps.htm

Probirni dRVVT test (dRVVTs) uz zmijski venom sadrzi i vrlo malu koli¢inu
fosfolipida. Primjena RVV zmijskog venoma kao reagensa u dRVVT testovima
omogucuje izravnu in vitro aktivaciju ¢imbenika zgruSavanja X (FX) koji potom
zajedno s FVa i fosfolipidima formira kompleks protrombinaze zasluZan za pretvorbu
protrombina u trombin na fosfolipidnoj povrSini §to rezultira nastankom fibrinskog
ugruska. U prisutnosti antifosfolipidnih LA protutijela u plazmi ispitanika, vrijeme
zgruSavanja dRVVT probirnog testa (dRVVTs) je produzeno zbog interferirajuéeg
utjecaja ovih protutijela u nastanku protrombinskog kompleksa. Produzenje vremena
zgruSavanja dRVVT probirnog koagulacijskog testa razmjerno je koli€ini LA
protutijela u cirkulaciji.

U potvrdnom dRVVT testu (dRVVTc) uz istu koliinu zmijskog venoma prisutni
su i fosfolipidi u suvisku, $to rezultira znaCajnom korekcijom vremena zgruSavanja u
prisutnosti LA protutijela u plazmi bolesnika zbog neutralizacije LA protutijela velikom
koli¢inom fosfolipida u sastavu reagensa. Konacni rezultat ispitivanja izrazava se kao
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omijer izraCunat kao kvocijent vremena zgruSavanja u probirnom i potvrdnom dRVVT
testu, pri Cemu vrijednost omjera veca od grani¢ne vrijednosti (engl. cut-off value) za
odgovarajuc¢i komercijalni probirni i potvrdni test oznaCava pozitivan rezultat LA
protutijela. Shematski prikaz nacela dokazivanja LA protutijela primjenom dRVVT
probirnog i potvrdnog testa prikazan je na Slici 1.

U opisanom postupku odredivanja LA protutijela koagulacijskim pretragama
koje se temelje na dRVVT probirnom i potvrdnom testu, brojni predanaliticki
¢imbenici mogu utjecati na rezultat pretraga (Margeti¢, 2014). Medu klju¢nim
predanalitiCkim €imbenicima je izvodenje pretrage LA u bolesnika na bilo kojoj vrsti
antikoagulantne terapije, ukljuCujuci antagoniste vitamina K (VKAs, engl. vitamin K
antagonists), heparin (posebice nefrakcionirani) i izravne (nove) oralne
antikoagulanse (DOACs, engl. direct oral anticoagulants; NOAC, engl. new or novel
oral anticoagulants) (Antovic i sur., 2017; Hoxha i sur., 2017). Zbog interferiraju¢eg
utjecaja antikoagulantnih lijekova na rezultate dijagnostickog postupka za LA u
smislu lazno pozitivnog rezultata pretrage, izvodenje pretrage LA u ovih bolesnika
danas je znacCajan dijagnostiCki problem s kojim se specijalizirani laboratoriji za
ispitivanje hemostaze, jednako kao i lijecnici koji lijeCe ove bolesnike, suoCavaju u

svakodnevnoj klinickoj praksi.

1.3. Antikoagulantna terapija

U prevenciji i lijeCenju venskih i arterijskih tromboembolijskih stanja, osnovni
terapijski pristup predstavlja primjena antikoagulacijskih lijekova. Ovim lijekovima
cillano se postize hipokoagulabilnost cirkulirajuce krvi inaktivacijom jednog ili viSe
C¢imbenika zgruSavanja. Antikoagulacijski lijekovi koji se vec desetljeéima primjenjuju
u pojedinim fazama prevencije i lijeCenja tromboembolije su heparini i VKAs
(Franchini i sur., 2016; Harter i sur., 2015). Antikoagulacijski uc€inak heparina nakon
parenteralne primjene posredovan je vezanjem lijeka na AT, fizioloSki inhibitor
zgruSavanja, i posljedicnom inaktivacijom pojedinih ¢imbenika zgruSavanja (Flla ili
trombin, FIXa, FXa, FXla i FXlla), ovisno o tome primjenjuje li se nefrakcionirani
heparin (UFH, engl. unfractioned heparin) ili niskomolekularni heparin (LMWH, engl|.
low molecular weight heparin) (Weitz, 2017). VKAs su kemijski spojevi koji svoj
antikoagulacijski u€inak ostvaruju sprjeCavanjem posttranslacijske = gama-

karboksilacije glutaminske kiseline u strukturi ¢imbenika zgruSavanja ovisnih o
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vitaminu K (FII, FVII, FIX i FX), pri Cemu nastaju nefunkcionalni oblici ovih Cimbenika

zgruSavanja (Ansell i sur., 2008).

1.3.1. Direktni (novi) oralni antikoagulansi

lako se navedeni ,stari“ antikoagulacijski lijekovi, heparini i VKAs, desetlje¢ima
uspjesno primjenjuju u prevenciji i lijeCenju tromboembolije, ovi lijekovi ujedno imaju i
odredene nedostatke, ukljuCujuci usku terapijsku Sirinu i posljedicnu potrebu za
kontinuiranim laboratorijskim pracenjem, interakcije s hranom i brojnim drugim
lijekovima (istodobna primjena VKA lijekova i drugih lijekova) ili iskljucivo
parenteralna primjena (heparini), kao i nezeljene ucinke lije€enja, medu kojima je
najvazniji povecana sklonost krvarenju kao nuspojava svih antikoagulantnih lijekova
(Fitzmaurice i sur., 2002).

Nepostojanje ,idealnog“ antikoagulacijskog lijeka koji bi imao izvrsnu klini¢ku
ucinkovitost, ali i sigurnost lijeCenja bez popratnih nezeljenih ucinaka, te istodobno
sve bolje razumijevanje patofizioloSkih procesa u tromboembolijskim bolestima,
posljednjih su godina rezultirali intenzivnim istraZivanjima vezanim uz pronalazak
novih oralnih antikoagulantnih lijekova Cije bi djelovanje bilo selektivno i ciljano
usmjereno na inhibiciju to¢no odredenog dijela sustava zgruSavanja u svrhu
postizanja vece kliniCke ucinkovitosti i sigurnosti u lijeCenju. Konacan rezultat ovih
istraZivanja bio je uvodenje nove generacije oralnih antikoagulacijskih lijekova
neovisnih o vitaminu K, za koje koristimo naziv direktni (novi) oralni antikoagulansi
(Barnes i sur., 2015). Prema mehanizmu djelovanja, DOAC lijekovi za sada dostupni
u kliniCkoj praksi dijele se u dvije skupine: izravni inhibitor trombina - dabigatran
(zasticeno ime Pradaxa®, Boehringer Ingelheim) i izravni inhibitori aktiviranog
¢imbenika zgruSavanja X (FXa): rivaroksaban (zasticeno ime Xarelto®; Bayer),
apiksaban (Eliquis®; Pfizer) i najnoviji lijek edoksaban (Lixiana®, Daiichi-Sankyo)
(Slika 2).



Mehanizam djelovanja DOAC lijekova

Inicijacijska TF/FVIIa €— Tkivnifaktor (TF) + FVII
faza
= |
FIX
P /
Fviila F1%a Rivaroksaban
IR Fva S
Amplifikacijska Apiksaban

faza FXa — Edoksaban

FXa + FVa

FII / =
(protrombin) —— Trombin _ [ Dabigatran }
(FIIa)

Propagacijska

faza Fibrinogen —J’—> Fibrin

Slika 2. Mehanizam djelovanja direktnih oralnih antikoauglansa.
Preuzeto iz: Vuga I, Supraha Goreta s, Margeti¢ S. Direktni oralni

antikoagulacijski lijekovi. Farmaceutski glasnik. 2018:74,;633-52.

Odobrene klinicke indikacije za primjenu svih navedenih DOAC lijekova su
primarna prevencija VTE u odraslih bolesnika koji se podvrgavaju ortopedskom
kirurSkom zahvatu, prevencija i lijeCenje VTE u odraslih bolesnika te prevencija
mozdanog udara i sistemne embolije (SE) u bolesnika s nevalvularnom fibrilacijom
atrija (NVAF) (Mannucci i sur., 2011; Eikelboom i sur., 2010).

Osnovna obiljezja navedenih DOAC lijekova u odnosu na VKA (varfarin) jesu
bolja farmakodinamic¢ka i farmakokinetiCka svojstva uz posljedicno predvidiv
farmakoloSki odgovor na lijeCenje, primjena u fiksnim dozama, brzi pocetak
djelovanja i zna€ajno manje interakcija s hranom i drugim lijekovima (Masotti i sur.,
2013). Zbog navedenih prednosti, posljednjih godina primjena DOAC lijekova u
znacajnom je i trajnom porastu te ovi lijekovi sve vise zamjenjuju VKA, odnosno

"stare" antikoagulantne lijekove.
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1.3.1.1. Utjecaj direktnih oralnih antikoagulansa na rezultate probirnih
koagulacijskih pretraga

S uvodenjem DOAC lijekova u klinicku praksu, zna€ajan izazov u podrucju
klinicke kao i laboratorijske medicine predstavljalo je pronalazenje i implementacija
metoda prikladnih za procjenu antikoagulantnog uc€inka ovih lijekova. Naime, iako je
temeljem dosadas$njih ispitivanja prihvaceno stajaliste da klinicka primjena DOAC
lijekova ne zahtijeva ucCestalo laboratorijsko pracenje jer se doziranje lijeka ne temelji
na rezultatima laboratorijskih pretraga, rezultati prvih klini¢kih iskustava pokazali su
da lije€enje DOAC lijekovima ne iskljuCuje u potpunosti i potrebu za laboratorijskom
dijagnostikom (Tripodi, 2013; Baglin i sur., 2012).

Temeljem niza dosada$njih ispitivanja utvrden je ucinak pojednih DOAC
ljekova na probirne pretrage hemostaze, ukljuCujuci protrombinsko vrijeme (PV),
APTV i trombinsko vrijeme (TV). lzravni inhibitor trombina (dabigatran) ima vedi
utjecaj na APTYV, te izrazit utjecaj na TV, dok izravni inhibitori FXa (rivaroksaban,
apiksaban, edoksaban) pokazuju jaci utjecaj na rezultat pretrage PV. Medutim,
znacajne razlike u osjetljivosti razliCitih komercijalnin reagensa za mjerenje PV-a i
APTV-a prema pojedinom DOAC lijeku te njihova nestandardiziranost za bolesnike
ljeCene ovim lijekovima onemogucuju primjenu ovih pretraga u procjeni
antikoagulantnog u¢inka DOAC-a (Adcock i sur., 2015; Adcock i sur., 2013). Nadalje,
izravni inihibitor trombina, dabigratan, ima znacajan utjecaj na rezultat pretrage TV,
ali je ova pretraga zbog preosjetljivosti neprikladna za procjenu ucinka dabigratana.
Prema rezultatima dosadasnjih istrazivanja i trenutno vazeéim smjernicama, opce
pretrage hemostaze, zbog nestandardiziranosti za primjenu u bolesnika lijeCenih
DOAC lijekovima, nisu prikladne za procjenu njihova antikoagulantnog ucinka kao niti
za procjenu doziranosti ili koncentracije lijeka u hitnim stanjima vitalno ugrozZenih
bolesnika. (Gosselin i sur., 2018). lako probirne koagulacijske pretrage nemaju
odgovarajucu klinicku znacajnost u bolesnika lijecenih DOAC lijekovima, poznavanje
utjecaja ovih lijekova na probirne pretrage hemostaze od kljucne je vaznosti jer je

preduvjet za ispravnu interpretaciju dobivenih rezultata.
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1.3.1.2. Metode kvantitativhog odredivanja koncentracije direktnih oralnih
antikoagulansa

Klinicka iskustva primjene DOAC lijekova prvih nekoliko godina nakon njihova
uvodenja pokazala su da je praéenje DOAC lijekova, odnosno odredivanje
koncentracije ovih lijekova u cirkulaciji potrebno u odredenim klinickim stanjima i
populacijama bolesnika (Baglin i sur., 2013; Tripodi i sur., 2013). Stoga su,
istovremeno s uvodenjem DOAC lijekova u kliniCku primjenu, istrazivanja bila
usmjerena i na pronalaZzenje specificnih koagulacijskin metoda koje omogucuju
kvantitativno mjerenje koncentracije DOAC lijekova. Zlatni standard u odredivanju
koncentracije DOAC lijekova je metoda tekucinske kromatografije sa spektrometrijom
masa (LC/MS-MS, engl. liquid chromatography/mass spectrometry), ali je ova
metoda zbog svoje tehniCke zahtjevnosti i skupoée opreme nedostupna u vecini
kliniCkih laboratorija te je ograni¢ena isklju€ivo na istrazivacku primjenu (Gosselin i
sur., 2018). Stoga su kvantitativne metode odredivanja DOAC lijekova razvijane u
smjeru koji omogucuje njihovu implementaciju na automatizirane koagulacijske
analizatore u specijaliziranim laboratorijima za ispitivanje poremecaja hemostaze.
Tako primjenjive kvantitativne metode mjerenja koncentracije dabigratana ukljucuju
koagulometrijske i kromogene metode (Douxfils i sur., 2013; Stangier i sur., 2012).
Prva kvantitativna metoda odredivanja dabigatrana je tzv. razrijedeno trombinsko
vrijeme (dTV, engl. diluted thrombin time) koja se temelji na modifikaciji standardne
metode koagulometrijskog mjerenja trombinskog vremena uz razrjedivanje plazme
normalnom plazmom i kalibraciju specificnim kalibracijskim plazmama za lijek
dabigatran. Razrjedenje ispitivane plazme i primjena specificnih kalibratora za
izraCun koncentracije dabigatrana rezultira modifikacijom kojom se postize linearan
odnos trombinskog vremena i koncentracija dabigatrana u Sirokom mjernom podrucju
(BoZi¢-Mijovski i sur., 2016). Novije metode kvantitativnog mjerenja dabigatrana
temelje se na koagulometrijskoj i kromogenoj metodi uz primjenu zmijskog venoma
ekarina kojim se protrombin prevodi u kratkozivu¢i meduprodukt mezotrombin, Cija se
daljnja pretvorba u trombin odreduje koagulometrijski ili kromogeno uz promjenu
specificnog kromogenog supstrata. Najnovija metoda odredivanja dabigatrana je
kromogena metoda koja se temelji na odredivanju tzv. anti-Flla aktivnosti u kojoj se
ispitivanoj plazmi dodaje Flla u suviSku, a koli¢ina nevezanog ili ostatnog Flla se

odreduje spektrofotometrijski uz primjenu specificnog kromogenog supstrata
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(Gosselin i sur.,, 2018). Metode kvantitativnog odredivanja koncentracije DOAC
lijekova iz skupine izravnih inhibitora FXa temelje se iskljuCivo na kromogenoj metodi
mjerenja anti-FXa aktivnosti uz primjenu odgovarajauéih kalibracijskih plazmi
specificnih za lijek Cija se koncentracija odreduje (Harenberg i sur., 2011; Becker i
sur., 2011). Uzorku ispitivane plazme dodaje se FXa u suviSku koji u prisutnosti lijeka
koji djeluje kao inhibitor FXa stvara kompleks s lijekom, te se ostatna koliCina
nevezanog FXa potom odreduje spektrofotometrijski u reakciji sa specifiCnim
kromogenim supstratom. Opisane kvantitativne metode odredivanja DOAC lijekova
jo$ se uvijek gotovo iskljuCivo koriste u istraZivacke svrhe, ali je za oCekivati da ¢e u
narednih nekoliko godina uslijediti i njihovo uvodenje u rutinski rad specijaliziranih

laboratorija za ispitivanje poremecaja hemostaze.

1.3.1.3. Utjecaj direktnih oralnih antikoagulansa na rezultate pretrage lupus

antikoagulans

LijeCenje bolesnika DOAC lijekovima ima znacajan utjecaj i na rezultate
brojnih specijalistiCkih pretraga medu kojima je kljuéno naglasiti pretrage koje se
izvode u sklopu laboratorijske dijagnostike trombofilija sa svrhom utvrdivanja
nasljednih i/ili ste€enih ¢imbenika rizika u bolesnika s tromboembolijskim bolestima
(Favaloro i sur., 2017; Gosselin i sur.,, 2018). Tako lije¢enje DOAC lijekovima
znacajno utjeCe na rezultate gotovo svih koagulometrijskih pretraga u sklopu probira
na trombofiliju, tj. na odredivanje aktivnosti proteina S, proteina C i AT, APCR,
aktivnosti FVIII i dokazivanje LA antifosfolipidnih protutijela. Odredivanje pojedinih
navedenih specijalistickih pretraga u sklopu probira na trombofiliju u bolesnika
lieCenih DOAC lijekovima rezultira lazno negativnim ili lazno pozitivhim rezultatima
zbog interferiraju¢eg utjecaja lijekova na rezultate pojedinih pretraga. Dokazivanje LA
antifosfolipidnih protutijela koagulacijskim pretragama probira i potvrde izrazito je
podlozno interferirajuéem ucinku svih DOAC lijekova te se oc€ituje lazno pozitivhim
rezultatom u velikom broju lije€enih bolesnika kod kojih postoji kliniCka indikacija za
odredivanjem ove pretrage (Antovic i sur., 2017; Hoxha i sur., 2017; Ratzinger i sur.,
2016; Martinuzzo i sur., 2014). Stoga, odredivanje gotovo svih pretraga probira na
trombofiliju u sklopu koagulacijskih laboratorija, medu kojima je i dijagnosticki

postupak za dokazivanje LA protutijela, nije moguée u bolesnika lije¢enih DOAC
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ljekovima, te je njihovo izvodenje u pravilu potrebno odgoditi kako bi se sprjecilo
pogreSno tumacenje dobivenih rezultata i posljedicno postavljanje pogresne

dijagnoze.
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2. OPCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA

Kako je ve¢ u uvodnom dijelu ovog rada objasSnjeno, odredivanje
specijalistickin pretraga hemostaze ukljuCenih u laboratorijsku dijagnostiku
trombofilije onemoguéeno je u bolesnika lijeCenih DOAC lijekovima zbog njihova
znacajnog interferirajuéeg utjecaja na rezultate pretraga u smislu lazno pozitivnih ili
lazno negativnih rezultata. Jedna od specijalistiCkih pretraga koja se izvodi u sklopu
dijagnostiCkog probira na trombofilju u bolesnika s venskom i arterijskom
tromboembolijom je i odredivanje LA antifosfolipidnih protutijela, na Cije rezultate
antikoagulantna terapija DOAC lijekovima znacajno utjeCe rezultiraju¢i lazno
pozitivnim rezultatom pretrage. Stoga odredivanje pretrage LA nije moguce uciniti u

bolesnika lije€enih DOAC lijekovima.

Cilj provedenog istrazivanja bio je ispitati i usporediti u€inak komercijalne
DOAC-stop tablete i vlastite in house optimirane metode s medicinskim aktivnim

ugljenom na uklanjanje interferencije DOAC lijekova u odredivanju pretrage LA.

Specificni ciljevi rada su:
1. Ispitivanje utjecaja dabigatrana, rivaroksabana i apiksabana na rezultate

probirne i potvrdne dRVVT pretrage u dijagnostici LA.

2. Ispitivanje ucinkovitosti komercijalno dostupnih tableta DOAC-Stop™
(Haematex Research, Hornsby, Australija) u uklanjanju interferencije
DOAC lijekova na rezultate probirne i potvrdne dRVVT pretrage u
dijagnostici LA.

3. Ispitivanje  uclinkovitosti medicinskog aktivnog ugliena (CARBOMED
granule, Jadran - Galenski Laboratorij) u uklanjanju interferencije DOAC

lijekova na rezultate probirne i potvrdne dRVVT pretrage u dijagnostici LA.

4. Usporedba ucinkovitosti oba postupka navedena pod toCkama 2. i 3. u
uklanjanju interferencije DOAC lijekova na rezultate probirne i potvrdne

dRVVT pretrage u dijagnostici LA.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U ispitivanje je bilo ukljuCeno 57 uzoraka bolesnika lijeCenih dabigatranom, 58
uzoraka bolesnika lijeCenih rivaroksabanom i 28 uzoraka bolesnika lijeCenih
apiksabanom. Svakom bolesniku zabiljeZzeni su Kklini¢ki podatci; dob, obiteljska
anamneza i terapija. Uzorci ispitanika analizirani su u Odjelu za laboratorijsku
hematologiju i koagulaciju Klinickog zavoda za kemiju, Kliniki bolni¢ki centar Sestre
milosrdnice. Cjelokupna laboratorijska dijagnostika, ukljuuju¢i odredivanje
koncentracije DOAC lijekova kao i dRVVT pretrage probira i potvrde u sklopu
dijagnostickog postupka u ispitivanju LA, ucinjeno je u sklopu istrazivackog projekta
HRZZ 1P-2016-06-8208 pod nazivom ,Novi oralni antikoagulansi: ispitivanje
povezanosti koncentracije lijeka i antikoagulantnog u€inka“.

Istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom. Svi bolesnici
ukljuCeni u istrazivanje potpisali su informirani pristanak odobren od strane
Povjerenstva za etiCnost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog

fakulteta i EtiCkog povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice.

3.2. Uzorci

Za pretrage odredivanja koncentracije DOAC lijekova i dRVVT probirne i
potvrdne pretrage u dijagnostici LA, uzorkovane su dvije epruvete venske Krvi
(Vacutainer, Becton Dickinson) uz antikoagulans 3,2 %-tni (109 mM) natrijev citrat
(epruvete s plavim ¢epom koje se koriste za sve koagulacijske pretrage). Analiticki
uzorak za sve navedene pretrage je plazma siromasna trombocitima (PPP, engl.
platelet poor plasma), dobiven centrifugiranjem uzorka pune venske krvi pri 2000 g u
trajanju od 10 min. Nakon centrifugiranja, u ¢asSicu za uzorke otpipetiran je uzorak
PPP-a (volumen od 1-2 mL, ovisno o raspolozivoj koli€ini uzorka) te je CaSica
oznacena oznakom PPP i identifikacijskim brojem (ID) uzorka.

Dodatno, svi uzorci PPP-a u kojima je odredena koncentracija odgovarajuceg
DOAC lijeka, probirna i potvrdna dRVVT pretraga, centrifugirani su i nakon dodatka

DOAC-Stop™ tablete, odnosno medicinskog aktivnog ugliena. Postupak pripreme
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uzorka centrifugiranjem nakon dodatka DOAC-Stop™ tablete i medicinskog aktivnog

ugljena je objasnjen u odjeljcima 3.4.3.1i 3.4.3.2.

3.3. Materijali

Innovance® DTI komercijalni reagens kit

(Siemens Healthineers, Njemacka)

Dabigatran komercijalni kalibratori

(Siemens Healthineers, Njemacka)

Dabigatran komercijalni kontrolni uzorci

(Siemens Healthineers, Njemacka)

Innovance® anti-FXa komercijalni reagens kit

(Siemens Healthineers, Njemacka)

Rivaroksaban komercijalni kalibratori

(Hyphen BioMed, Francuska)

Apiksaban komercijalni kalibratori

(Hyphen BioMed, Francuska)

Rivaroksaban komercijalni kontrolni uzorci

(Hyphen BioMed, Francuska)

Apiksaban komercijalni kontrolni uzorci
(Hyphen BioMed, Francuska)

LA1 screen komercijalni reagens, dRVVT probirni test

(Siemens Healthineers, Njemacka)

LA2 confirm komercijalni reagens, dRVVT potvrdni test

(Siemens Healthineers, Njemacka)
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Komercijalna kontrolna plazma N za pretrage LAL1 i LA2

(Siemens Healthineers, Njemacka)

DOAC-Stop™ komercijalni pripravak adsorbensa u obliku tablete

(Haematex Research, Hornsby, Australija)

CARBOMED granule, aktivni medicinski ugljen u prahu

(Jadran galenski laboratorij, Hrvatska)

Casice za uzorke, Behring coagulation cup

(Siemens Healthineers, Njemacka)

BCS reakcijske kivete, Behring Coagulation System

(Siemens Healthineers, Njemacka)

3.4. Metode

Pretrage odredivanja koncentraciie DOAC lijgkova odredene su na
automatiziranom analitickom sustavu Behring Coagulation System XP (BCSXP,
Siemens Healthineers, Njemacka). Analizator radi na nacelu optickog mijerenja
koagulometrijskih, kromogenih i imunokemijskinh metoda detekcije reakcije. Kao izvor
svjetla analizator rabi ksenonsku lampu koja stvara monokromatsku bijelu zraku
svjetlosti kojom se mjeri apsorbancija reakcijske smjese na 340, 405 ili 570 nm.

Za centrifugiranje pune krvi u svrhu dobivanja analitickog uzorka PPP-a

koriStena je centrifuga Hettich Universal 320R (Hettich, Njemacka).

3.4.1. Odredivanje koncentracije direktnih oralnih antikoagulansa

3.4.1.1. Odredivanje koncentracije dabigatrana

Koncentracija izravnog inhibitora trombina dabigatrana odredena je upotrebom
Innovance®DTI komercijalnog testa (Siemens Healthineers, Njemacka) koji
omoguduje kvantitativno odredivanje dabigatrana kromogenom metodom u humanoj

citratnoj plazmi uz mjerni raspon koncentracije lijeka do 500 ng/mL. Nacelo metode
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temelji se na dodatku trombinskog reagensa u suviSku uzorku PPP-a. Ukoliko je u
ispitivanoj plazmi prisutan lijek dabigatran, dio trombinskog reagensa se inaktivira, a
viSak neinhibiranog trombina (ostatni ili rezidualni trombin) potom se odreduje uz
dodatak specificnog kromogenog supstrata, te se nastala promjena obojenja mjeri

spektrofotometrijski na 405 nm. Porast apsorbancije razmjeran je koli€ini nastalog

Priprema reagensa Innovance®DTI: Komercijalni Innovance®DTI test je
viSekomponentni, te se sastoji od slijedec¢ih sastavnica: Innovance®DTI reagens,
Innovance®DTI diluent i Innovance®DTI supstrat. Reagens se za analizu priprema
otapanjem liofiliziranog Innovance®DTI reagensa u 5 mL Innovance®DTI diluenta.
Innovance®DTI substrat je u tekuéem obliku i spreman za uporabu. Reagens i
supstrat se mogu koristiti neposredno nakon pripreme, a stabilni su 8 tjedana na
temperaturi hladnjaka (2-8°C).

3.4.1.2. Odredivanje koncentracije rivaroksabana i apiksabana

Koncentracije izravnih inhibitora faktora Xa, rivaroksabana i apiksabana,
odredene su uporabom Innovance®anti-FXa komercijalnog testa uz kalibracijske
plazme specificne za pojedini lijek (rivaroksaban kalibratori i apiksaban kalibratori,
Hyphen BioMed, Francuska). NacCelo metode temelji se na kromogenoj metodi
mjerenja pri cemu se uzorku plazme ispitanika dodaje reagens koji sadrzi poznatu
koli€inu FXa. Prisutnost lijeka rivaroksabana, odnosno apiksabana u ispitivanoj
plazmi rezultira inhibicijom aktivhosti FXa, a preostala koliCina neinhibiranog FXa
odreduje se dodatkom specificnog kromogenog supstrata pri Cemu nastaje produkt
p-nitroanalin (p-NA), koji se odreduje spektrofotometrijski na 405 nm. Koli¢ina

Priprema reagensa Innovance®anti-FXa: Innovance®anti-FXa je
dvokomponentni reagens koji se sastoji od reagensa FXa i kromogenog supstrata
koji sadrzi p-NA. Obje sastavnice reagensa su u tekuéem obliku i spremne za
uporabu nakon otvaranja originalnog pakiranja reagensa, a stabilne su 8 tjedana na

temperaturi hladnjaka (2-8°C).

19



3.4.2. Odredivanje lupus antikoagulansa

Za odredivanje pretrage LA u ispitivanje su ukljuCene dvije kljuCne pretrage
koje su sastavni dio dijagnostickog postupka u dokazivanju LA protutijela : dRVVT
probirni i dRVVT potvrdni test. Obje pretrage provedene su koagulometrijskom
metodom s komercijalnim reagensima LA1 screen ili dRVVT probirni test (Siemens
Healthineers, Njemacka) i LA2 confirm ili dRVVT potvrdni test (Siemens
Healthineers, Njemacka). Nacelo obje pretrage, dRVVT probirnog i potvrdnog testa,
temelji se na primjeni reagensa koji sadrzi odredenu koliCinu zmijskog venoma
Russellove ljutice (RVV, engl. Russell viper venom), uz jedinu razliku da dRVVT
probirni test sadrzi vrlo malu koliinu fosfolipida, a dRVVT potvrdni test sadrzi
fosfolipide u suviSku. Dodatak RVV reagensa ispitivanoj plazmi dovodi do aktivacije
zgruSavanja in vitro brzom i izravnom aktivacijom FX. Ukoliko u ispitanoj plazmi nisu
prisutna LA protutijela, vremena zgruSavanja izmjerena dRVVT probirnim i potvrdnim
pretragama su unutar referentnog intervala za odgovarajuci komercijalni reagens u
uporabi (LA1 do 31 - 41 sekundi i LA2 26 - 31 sekundi). Ako su u uzorku prisutna LA
protutijela, vrijeme zgruSavanja izmjereno probirnim dRVVT testom je produzeno i to
razmjerno koli€ini prisutnih protutijela. U prisutnosti LA protutijela, suvisak fosfolipida
u potvrdnom dRVVT reagensu neutralizira ucCinak LA protutijela, Sto dovodi do
korekcije vremena zgruSavanja.

Rezultat odredivanja dRVVT probirne i potvrdne pretrage se izrazava kao
omjer vremena zgruSavanja dRVVT probirne pretrage (LA1) i dRVVT potvrdne
pretrage (LA2):

Vrijeme zgruSavanja LA1 probirnog testa

LA jer =
omyer Vrijeme zgruSavanja LA2 potvrdnog testa

Pozitivan rezultat pretrage oznacava LA omjer veci od odgovarajuée grani¢ne

vrijednosti. Za kombinaciju reagensa i analitickog sustava koriStenih u ovom

ispitivanju, pozitivan rezultat pretrage LA predstavlja omjer > 1,37.

Priprema LAl probirnog dRVVT i LA2 potvrdnog dRVVT reagensa: Oba
reagensa su u liofiliziranom obliku te se prireduju otapanjem u 1 mL destilirane vode
nakon ¢ega se mogu odmah upotrijebiti. Stabilnost reagensa nakon rekonstitucije je

48 sati na temperaturi hladnjaka (2-8°C).
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Odredivanje dRVVT probirne i potvrdne pretrage je u svim analiziranim
uzorcima ucinjeno u nativnim uzorcima PPP ispitanika te nakon Sto su plazmama
ispitanika dodane DOAC-Stop™ tableta i medicinski aktivni ugljen &ije je ispitivanje
djelotvornosti u uklanjanju interferencije bio predmet i cilj provedenog ispitivanja.
Nacela dRVVT probirne i potvrdne pretrage u dijagnosticCkom postupku za lupus

antikoagulans shematski su prikazana u odjeljku Uvod na Slici 1.

3.4.3. Postupak odredivanja pretrage lupus antikoagulans nakon dodatka

komercijalne DOAC-Stop™ tablete i medicinskog aktivnog ugljena

Postupak odredivanja LA primjenom dRVVT probirne i potvrdne pretrage u
analiziranim uzorcima s lazno pozitivnim rezultatom LA ponovljen je nakon dodatka
komercijalnog pripravka, adsorbensa u obliku tablete (DOAC-Stop™, Haematex
Research, Hornsby, Australija), prema uputi proizvodaca. DOAC-Stop™ tableta
djeluje kao adsorbens za DOAC lijekove prisutne u plazmi. Nakon dodatka DOAC-
Stop™ tablete, uzorak PPP-a (u kojemu je prvotno odredena koncentracija
odgovarajuceg DOAC lijeka te je u€injena dijagnostika LA) centrifugira se te se u
supernatantu ponovno odreduje LA primjenom istovjetnih dRVVT probirnih i
potvrdnih pretraga. Dodatno, isti je postupak u odredivanju pretrage LA u svim
uzorcima ucinjen i nakon dodatka medicinskog aktivhog ugliena (CARBOMED
granule, Jadran Galenski Laboratorij, Hrvatska).

Komercijalni pripravak - adsorbens tablete DOAC-Stop™ i medicinski aktivni
uglien u prahu dodani su u odredenoj koli€ini u sve uzorke koji su inicijalnim
odredivanjem pokazali pozitivan rezultat LA (LA omjer > 1,37).

Dodatno, nakon dodatka DOAC-Stop™ tablete i aktivhog ugliena u sve uzorke, u
nasumic¢no odabranim uzorcima (n=30) izmjerene su i koncentracije DOAC lijekova
dabigatrana (n=5), rivaroksabana (n=5) i apiksabana (n=5) kako bi se potvrdila
u€inkovitost adsorbensa u uklanjanju pojedinih DOAC lijekova iz plazme. U svim tako
ucinjenim mjerenjima, koncentracije lijekova bile su ispod granice detekcije

kvantitativne metode odredivanja koristenom u ispitivanju.
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3.4.3.1. Postupak s uzorkom kojemu je dodana DOAC-Stop™ tableta

Jedna DOAC-Stop™ tableta dodana je u 1 mL PPP-a u uzorcima s pozitivnim
rezultatom pretrage LA, nakon Cega je uzorak lagano mijeSan 5 minuta te potom
centrifugiran pri 2000 g tijekom 5 minuta kako bi se adsorbens i DOAC lijek istaloZili
iz plazme zahvaljujuéi adsorptivnom svojstvu DOAC-Stop™ tablete. Supernatant
iznad nastalog taloga je alikvotiran u zasebni spremnik (€aSicu za uzorke) te je u tako
dobivenom uzorku ponovljeno odredivanje pretrage LA na istovjetan nacin kao i u

uzorku nativne plazme ispitanika (Slika 3).

+ . =) =)
DOAC- centrifugiranje
i 2min. 2000 O
u tableta U supernatantu se
Plazma koja Talog sadrii odreduju pretrage
sadrii DOAC Plazma s DOAC-stop DOAC lijek
lijek tabletom

Slika 3. Shematski prikaz uklanjanja DOAC lijekova iz plazme uz uporabu DOAC

Stop™ tablete ¢ime se omogucuje odredivanje pretraga u dobivenom supernatantu.

3.4.3.2. Postupak s uzorkom kojem je dodan medicinski aktivni ugljen

Medicinski aktivni ugljen je dodan u uzorke s pozitivnim rezultatom pretrage
LA nakon €ega je uzorak lagano mijeSan 5 minuta te potom centrifugiran pri 2000 g
tijekom 20 minuta kako bi se adsorbens i DOAC lijek istalozili iz plazme zahvaljujuci
adsorptivnom svojstvu aktivhog uglijena. Supernatant iznad nastalog taloga je
alikvotiran u zasebni spremnik (€aSicu za uzorke), te je u tako dobivenom uzorku
ponovljeno odredivanje pretrage LA na istovjetan nacin kao i u uzorku nativne

plazme ispitanika (Slika 4).
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Slika 4. Shematski prikaz uklanjanja DOAC lijekova iz plazme uz uporabu
medicinskog aktivhog ugljena ¢ime je omoguc¢eno odredivanje pretraga u dobivenom

supernatantu.

Plazma

Plazma nakon Plazma nakon dodatka
siromasna dodatka aktivnog aktivnog ugljena i

trombocitima ugliena centrifugiranja

Slika 5. Uzorci plazme siromasne trombocitima, plazme nakon dodatka medicinskog
aktivnog ugljena prije centrifugiranja te uzorci plazme nakon dodatka aktivhog

ugljena i provedenog centrifugiranja.
Sam postupak uklanjanja interferencije s medicinski aktivnim ugljenom

obuhvacao je optimiranje vlastite, jednostavne in house metode s obzirom na koli€inu

medicinski aktivnog ugljena, volumena uzorka plazme i vremena centrifugiranja kako
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bi se postigao o€ekivani uc€inak uklanjanja interferencije DOAC lijekova u odredivanju
pretrage LA.

U svrhu optimiranja, u alikvote uzoraka PPP-a volumena 0,5 i 1 mL, dodano je
100 pg aktivnog ugljena nakon €ega su uzorci lagano ruéno promijesani tijekom 5
minuta te potom centrifugirani tijekom 5 minuta, 10 minuta i 20 minuta pri 2000 g
kako bi se aktivni ugljen i lijek istalozili iz plazme. Pokazalo se da centrifugiranje
uzorka kojemu je dodan aktivni uglijen u trajanju od 5 minuta nije dostatno za
uCinkovito taloZzenje DOAC lijeka, centrifugiranje tijekom 10 minuta je rezultiralo
adekvatnim taloZzenjem aktivnog ugljena, ali uz ostatke granula aktivhog ugljena na
stijenkama spremnika, dok je centrifugiranje uzorka tijekom 20 minuta u uzorku
plazme volumena i 0,5 mL i 1 mL dovelo do potpunog talozenja aktivhog ugljena na
dno spremnika uz bistar izgled plazme bez ostataka granula aktivnhog ugliena na
stijenkama spremnika i u uzorku plazme (Slika 5). Tako dobiven supernatant iznad
nastalog taloga je otpipetiran u zasebni spremnik u kojemu su u daljnjem postupku
provedene probirna i potvrdna pretraga dRVVT u dijagnostici LA protutijela, analogno

postupku nakon dodatka komercijalne DOAC-Stop™ tablete.

3.5. StatistiCka obrada podataka

Pohrana podataka kao i njihova priprema za statisticku obradu nacinjena je u
programu Excel 2010, u sklopu Microsoft Office programskog paketa (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington). Statisticka obrada podataka ucinjena je u
statistiCkom programskom paketu Med Calc 11.5.1. za Windows (MedCalc Software,
Ostend, Belgium).

Svi su rezultati ispitani koristenjem deskriptivne (opisne) analize koja je
pokazala osnovne znacajke varijabli: srednju vrijednost, standardnu devijaciju (SD),
medijan uz 95% -tni interval pouzdanosti (95% CI) i interkvartilni raspon izmedu
prvog i tre¢eg kvartila (IQR, Q1-Q3). Buduéi da je broj ispitanika u pojedinim
skupinama bio manji od 30, rezultati deskriptivhe analize su za sve skupine podataka
prikazani medijanom i interkvartiinim rasponom, a sve razlike testirane su
neparametrijskim testovima.

Statisticka znacajnost razlike izmedu skupina broj¢anih podataka testirana je
neparametrijskim Mann-Whitneyevim testom (za nezavisne uzorke izmedu dvije

skupine podataka) i Wilcoxonovim testom (za zavisne uzorke izmedu dvije skupine
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podataka) koji usporeduju medijane tj. rangove analiziranih skupina podataka.
Vrijednost P< 0,050 smatrana je statisticki znacajnom.

Statisticku znacCajnost razlike izmedu izraCunatih udjela negativnih i pozitivnih
rezultata pretrage LA za pojedine DOAC-lijekove ispitali smo x? testom (Chi-squared
test) za usporedbu proporcija.

Podatci koji opisuju izmjerene vrijednosti grafiCki su prikazane grafikonom
okvira s ruCicama (engl. Box and Whisker), kako je prikazano na Slici 6. Ucrtani
pravokutnik na grafikonu ozna€ava izmjerene vrijednosti izmedu 25. i 75. percentila
(interkvartilni raspon Q1-Q3), crta unutar pravokutnika oznaava medijan, a
pripadaju¢e ruCice minimalnu i maksimalnu izmjerenu vrijednost za odredenu
skupinu brojc¢anih podataka. ToCka izvan pravokutnika s ruCicama oznacCava

vrijednost koja odstupa ili tzv. odstupnik (engl. outlier).

.\ — odstupnici

P maksimalna vrijednost

P 75. percentil

—p medijan

» 25.percentil

p minimalna vrijednost

Slika 6. Prikaz grafikona okvira s ruicama (engl. Box and Whisker)
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati odredivanja koncentracije DOAC lijekova i probirne i potvrdne

dRVVTpretrage u dijagnostici LA u bolesnika lijecenih DOAC lijekovima

U ispitivanje je bilo ukljuCeno 57 uzoraka bolesnika lijeCenih dabigatranom, 58
uzoraka bolesnika lijeCenih rivaroksabanom i 28 uzoraka bolesnika lijeCenih
apiksabanom. U svim uzorcima je u svrhu istrazivanja odredena koncentracija
odgovarajuceg DOAC lijeka, te probirna (dRVVTs, LAl) i potvrdna (dRVVTc, LA2)
pretraga uz izraCun LA omjera (LA1/LA2) u sklopu dijagnosti¢kog postupka za LA.

U prvom dijelu eksperimentalnog istrazivackog postupka, dobiveni rezultati
statisticki su obradeni s obzirom na udio negativnih i lazno pozitivnih (LP) rezultata

pretrage LA za svaki pojedini analizirani uzorak (Tablica 1).

Tablica 1. Udio negativnih i lazno pozitivnih (LP) rezultata pretrage LA i statistiCka
znacCajnost razlike udjela LP rezultata izmedu bolesnika lijeCenih dabigatranom,

rivaroksabanom i apiksabanom.

Ulél:g.m Broj LP Udio LP Statisticka znacajnost
DOAC lijek analizirjanih rezultata | rezultata razlike (P)
LA LA izmedu DOAC lijekova
uzoraka
. Dabigatran — rivaroksaban
Dabigatran 57 33 0,56 < P = 0307
. Dabigatran — apiksaban
Rivaroksaban 58 39 0,67 P=0214
Apiksaban 28 11 0,39 Rivaroksaban — apiksaban
P =0,026

Udio lazno pozitivnih (LP) rezultata pretrage LA bio je najveci u podskupini
bolesnika lijeCenih rivaroksabanom (0,67) te znac¢ajno veéi u odnosu na udio LP
rezultata u bolesnika lijeCenih apiksabanom (P = 0,026). Udio LP rezultata pretrage
LA nije se znaCajno razlikovao izmedu bolesnika lijeCenih dabigatranom i
rivaroksabanom (P = 0,307), kao niti izmedu bolesnika lije¢enih dabigatranom i

apiksabanom (P = 0,026).
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Tablica 2. Vrijednosti koncentracija dabigatrana, probirne dRVVT, potvrdne dRVVT pretrage i izraCunatog LA omjera te statisticka

znacajnost razlike izmjerenih vrijednosti ispitanih parametara u bolesnika s negativnim i lazno pozitivnim rezultatom pretrage LA.

Koncentracija dabigatrana dRVVT probirni test dRVVT potvrdni test LA omjer
(ng/mL) (LAL) (s) (LA2) (s) (LAL1/LA2) Udio
. . . . lazno pozitivnih
0, (o) 0, 0,
medijan (95%Cl) medijan (95%CI) medijan (95%Cl) medijan (95%Cl) rezultata LA
IQR
LP LA Neg. LA LP LA Neg. LA LP LA Neg. LA LP LA Neg. LA
33 24
166 101 110 68 70 55 1,52 1,20 33/57
(100 - 279) (33-167) (84 — 134) (58 — 85) (42 — 95) (48 — 69) a,4-16) | (1,2-1,3) 0,56
101 - 276 29 — 187 84 — 135 55-90 41 -95 44 - 72 14-1,6 1,2-1,3
P =0,066 P =0,004 P =0,242 P <0,001

IQR = interkvartilni raspon; 95%CI = 95%-tni interval pouzdanosti za medijan; LA = lupus antikoagulans; LP LA = lazno pozitivan

rezultat LA, Neg LA = negativan rezultat LA
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Tablica 3. Vrijednosti koncentracija rivaroksabana, probirne dRVVT i potvrdne dRVVT pretrage i izraCunatog LA omjera te

statisticka znacCajnost razlike izmjerenih vrijednosti ispitanih parametara u bolesnika s negativnim i lazno pozitivnim rezultatom

pretrage LA.

Koncentracija

dRVVT probirni test

dRVVT potvrdni test

LA omjer (LA1/LA2)

rivaroksabana (ng/mL) (LAL) (s) (LA2) (s) - Udio
) ; y medijan (95%Cl) lazno pozitivnih
medijan (95%Cl) medijan (95%CI) medijan (95%Cl)
IQR rezultata LA
IQR IQR IQR
LP LA Neg. LA LP LA Neg. LA LP LA Neg. LA LP LA Neg. LA
39 19
191 49 110 41 61 37 1,94 1,15 39/58
(163 - 255) (6 — 104) (82 -119) (38-46) (56 — 66) (35-39) 1,7-2,00| (1,1-1,2) 0,67
122 — 289 6—112 67 —123 38 - 47 54 -72 35-39 1,7-2,0 1,1-1.2
P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001

IQR = interkvartilni raspon; 95%CI = 95%-tni interval pouzdanosti za medijan; LA = lupus antikoagulans; LP LA = lazno pozitivan
rezultat LA, Neg LA = negativan rezultat LA
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Tablica 4. Vrijednosti koncentracija apiksabana, probirne dRVVT i potvrdne dRVVT pretrage i izraCunatog LA omjera te statistiCka

znacajnost razlike izmjerenih vrijednosti ispitanih parametara u bolesnika s negativnim i lazno pozitivnim rezultatom pretrage LA.

Koncentracija apiksabana

dRVVT probirni test

dRVVTpotvrdni test (LA2)

LA omjer (LAL1/LA2)

(ng/mL) (LAL) (s) (s) - Udio
} ) , medijan (95%Cl) lazno pozitivnih
medijan (95%Cl) medijan (95%CI) medijan (95%Cl)
IQR rezultata LA
IQR IQR IQR
LP LA Neg. LA LP LA Neg. LA LP LA Neg. LA LP LA Neg. LA
11 17
177 93 76 66 46 57 1,60 1,10 11/17
(122 — 314) (63 —207) (58 — 109) (52 -70) (35— 66) (49 — 69) (1,6-2,0) | (09-1,2) 0,39
164 — 348 62 — 216 63 -88 53-70 38 -56 49 - 68 16-18 09-1,2
P = 0,086 P=0,101 P =0,152 P < 0,001

IQR = interkvartilni raspon; 95%CI = 95%-tni interval pouzdanosti za medijan; LA = lupus antikoagulans; LP LA = lazno pozitivan

rezultat LA, Neg LA = negativan rezultat LA
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Rezultati prikazani u Tablici 2 navode vrijednosti koncentracija dabigatrana,
probirne dRVVT pretrage, potvrdne dRVVT pretrage i izraCunatog LA omjera te
statisticku znaCajnost razlike izmjerenih vrijednosti ispitanih parametara u bolesnika s
negativnim i lazno pozitivnim rezultatom pretrage LA. lako su koncentracije
dabigatrana u uzorcima bolesnika lijeCenih dabigatranom i s lazno pozitivnim
rezultatom pretrage LA bile veée u odnosu na vrijednosti izmjerene u uzorcima
bolesnika s negativnim rezultatom pretrage LA, razlika u koncentracijama
dabigatrana nije bila statistiCki znaCajna izmedu navedene dvije podskupine
(P = 0,066). Rezultati ispitivanja pokazali su da je utjecaj dabigatrana na rezultat
pretrage LA najveci na dRVVT probirnu pretragu, uz znacajno produzene vrijednosti
u bolesnika s lazno pozitivnim rezultatom LA u odnosu na bolesnike s negativnim
rezultatom LA (P = 0,004). Suprotno tome, iako je u uzorcima bolesnika lijecenih
dabigatranom uocCen znacajan utjecaj lijeka i na rezultat potvrdne dRVVT pretrage,
vrijednosti nisu pokazale statistiCki znaCajnu razliku izmedu bolesnika s negativnim i
laZno pozitivnim rezultatom LA (P = 0,242).

Sukladno dobivenim rezultatima probirne i potvrdne dRVVT pretrage, dobiveni
rezultati pokazuju da lijek dabigatran znacCajno utjeCe na rezultat LA omjera uz
statistiCki znacCajnu razliku vrijednosti LA omjera u bolesnika s negativnim i LP
rezultatom pretrage LA (P < 0,001), uz median vrijednosti LA omjera 1,60 u
uzorcima bolesnika s LP rezultatom i 1,20 u uzorcima bolesnika s negativnim
rezultatom LA.

U Tablici broj 3 prikazane su koncentracije rivaroksabana koje su pokazale
statisticki znacCajnu razliku vrijednosti u uzorcima bolesnika s negativnim i LP
rezultatom pretrage LA, uz znac€ajno nize vrijednosti u bolesnika kod kojih lijek nije
rezultirao LP rezultatom (P < 0,001). Nadalje, vrijednosti i probirne i potvdne dRVVT
pretrage znacajno su se razlikovale u bolesnika s negativnim i LP rezultatom
pretrage LA (P < 0,001), kao i izraCunate vrijednosti LA omjera (P < 0,001) uz
medijane izmjerenih vrijednosti 1,94 i 1,15 u navedene dvije podskupine.

Ispitivanje odnosa koncentracija apikasabana i vrijednosti probirne i potvrdne
dRVVT pretrage i LA omjera, pokazalo je da se koncentracije apiksabana ne razlikuju
znacajno izmedu bolesnika s negativnim i LP rezultatom pretrage LA (P = 0,086),
iako su u bolesnika s negativnim rezultatom LA izmjerene koncentracije bile nize.
Utjecaj lijeka apiksabana na rezultate probirne i potvrdne dRVVT pretrage bio je

mjerljiv, iako niti za jednu pretragu nije pokazana statistiCki znacCajna razlika u
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vrijednostima izmedu bolesnika s negativnim i LP rezultatom LA (P = 0,101 i P =
0,101). Medutim, s obzirom da se utjecaj apikasabana ocituje niZim izmjerenim
vrijednostima potvrdne dRVVT pretrage, ucinak na izraCunati LA omjer bio je
istovjetan kao i za ostala dva lijeka, uz znacajno povecéane vrijednosti LA omjera u
bolesnika s LP rezultatom pretrage LA (P < 0,001) i izraCunatim medijanima 1,60 i
1,10 izmedu dvije podskupine uzoraka (Tablica 4). U Tablici broj 5 je prikazana

statistiCcka znacajnost razlike (P) koncentracija pojedinih DOAC lijekova izmedu

bolesnika s negativnim i LP rezultatom pretrage LA.

Tablica 5. StatistiCka znacCajnost razlike koncentracija dabigatrana, rivaroksabana i

apiksabana u bolesnika s negativnim i laZzno pozitivnim rezultatom pretrage LA.

Rezultat Koncentracija lijeka
DOAC liiek - (ng/mL) Statisticka znacajnost razlike
‘ PrEY medijan (95%Cl) (P)
IQR
101
Dabigatran (32,7 - 167) Dabigatran — rivaroksaban
29 - 187 P = 0,002
48,9 : .
Rivaroksaban | negativan (6 — 104) DESITETER — Pl oz
6— 112 P =0,659
93 Rivaroksaban — apiksaban
Apiksaban (63 —207) P =0,004
62 — 216
166
Dabigatran (100 - 279) Dabigatran — rivaroksaban
3o 101 - 276 P=0516
pozitivan 191 . o
Rivaroksaban (163 — 255) Dablgatha_n0 t;'slcgz)zlksaban
122 - 289 Y
177 Rivaroksaban — apiksaban
Apiksaban (122 - 314) P=0,919
164 — 348
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz koncentracija dabigatrana, rivaroksabana i apiksabana te
statistiCke znacajnosti razlika izmjerenih vrijednosti DOAC lijekova izmedu bolesnika

S negativnim i LP rezultatom pretrage LA.

U bolesnika s negativnim rezultatom pretrage LA, koncentracije rivaroksabana
bile su zna€ajno niZze u odnosu na koncentracije druga dva DOAC lijeka, dabigatrana
i apiksabana (P = 0,002 i P = 0,004). Koncentracije dabigatrana i apiksabana nisu se
znacajno razlikovale u bolesnika s negativnim rezultatom pretrage LA (P = 0,659).
Nadalje, koncentracije sva tri DOAC lijeka nisu pokazale statistiCki znacajnu razliku

izmjerenih vrijednosti u bolesnika s LP rezultatom pretrage LA (Tablica 5 i Slika 7).

4.2. Reazultati odredivanja probirne (dRVVTSs) i potvrdne (dRVVTc) pretrage u
dijagnostici LA u bolesnika lijecenih DOAC lijekovima s lazno pozitivhim
rezultatom pretrage LA nakon dodatka komercijalne DOAC-Stop™

tablete i medicinskog aktivnhog ugljena

Drugi dio eksperimentalnog postupka ukljucio je bolesnike lijeCene sa sva tri
DOAC lijeka u kojih je dobiven LP rezultat pretrage LA: 33 uzoraka bolesnika

lijeCenih dabigatranom, 39 uzoraka bolesnika lijecenih rivaroksabanom i 11 uzoraka
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bolesnika lijeCenih apiksabanom. Svim uzorcima s lazno pozitivnim rezultatom
pretrage LA, uzorku plazme siromasSne trombocitima iz kojeg je u prethodnom
eksperimentalnom postupku odredena koncentracija odgovarajuceg DOAC lijeka te
probirna i potvrdna dRVVT pretraga uz izraCun LA omjera, dodana je komercijalna
DOAC-Stop™ tableta u jedan alikvot uzorka te medicinski aktivni uglien u drugi
alikvot istovjethog wuzorka plazme. U tako priredenim uzorcima su nakon
centrifugiranja ponovljene pretrage probira i potvrde za LA (dRVVTs i dRVVTc) uz
izratun LA omjera, u svrhu ispitivanja ucinka DOAC-Stop™ tablete i in house
optimirane metode s medicinskih aktivnim ugljenom na uklanjanje interferencije u

odredivanju navedenih pretraga u sklopu dijagnostickog postupka za LA.

Rezultati ispitivanja koje je imalo za cilj utvrditi da li komercijalna DOAC-
Stop™ tableta i medicinski aktivni uglien pokazuju djelotvornost uklanjanja
interferencije u odredivanju pretrage LA, pokazali su da oba koriStena adsorbensa, i
DOAC-Stop™ tableta i aktivni ugljen ucinkovito uklanjaju interferenciju u odredivanju
LA. Primjenom oba koristena adsorbensa, rezultati i probirne i potvrdne dRVVT
pretrage korigirani su unutar referentnog intervala, kao i izraunati LA omjer, §to je
dokazano i statistiCki znacajnom razlikom u vrijednostima dRVVT probirne i dRVVT
potvrdne pretrage te izraCunatog LA omjera prije i nakon dodatka koridtenih
adsorbensa u uzorke plazme bolesnika s LP rezultatom pretrage LA u bolesnika

lije€enih dabigatranom (Tablica 6 i Slika 8).
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Tablica 6. Rezultati probirne i potvrdne dRVVT pretrage i LA omjera (LA1/LA2) u ispitanika lijeCenih dabigatranom s lazno

pozitivnim rezultatom pretrage LA: u nativnoj plazmi ispitanika (NP), u plazmi ispitanika nakon dodatka DOAC-Stop™ tablete (NP +
DS) i u plazmi ispitanika nakon dodatka aktivhog ugljena (NP + AC).

Koncentracija

dabigatrana

dRVVTprobirni test (LA1)

medijan (95% CI)

dRVVTpotvrdni test (LA2)

medijan (95% CI)

LA omjer (LA1/LA2)

medijan (95% CI)

(ng/mL) IQR IQR IQR
medijan (95% CI)
NP NP + DS NP + AC NP NP + DS NP + AC NP NP + DS NP + AC
IQR
(s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s)
N =33
110 49 37 70 40 36 1,5 1,2 1,0
(84—134) | (43—51) | (34-44) | (42-95) | (36-42) | (33-37) | (1,4-16) | (1,1-1,3) | (1,0-1,1)
84 — 135 43 - 52 34 —-44 41 - 95 37-42 33-37 14-1,6 1,1-1,3 10-11
166
(100 - 279) P <0,001 P <0,001 P < 0,001
101 - 276 = p=
P<0,001 0,004 0,001*
P =0,001 P = 0,020 P = 0,002

*P vrijednost izmedu skupina NP i NP + AC; IQR = interkvartilni raspon; 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti za medijan;
LA = lupus antikoagulans; AC = aktivni uglien; DS = DOAC-Stop™ tableta
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Slika 8. Grafi¢ki prikaz vrijednosti a) dRVVT probirne pretrage (LA1); b) dRVVT
potvrdne pretrage(LA2) i c) LA omjera u nativnoj plazmi (NP), plazmi nakon dodatka
DOAC-Stop™ tablete (DS) i plazmi nakon dodatka aktivnog ugliena (AC) u uzorcima

bolesnika s LP rezultatom pretrage LA lije€enih dabigatranom.
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Tablica 7. Rezultati probirne i potvrdne dRVVT pretrage (LA1 i LA2) i LA omjera (LA1/LA2) u ispitanika lije€enih rivaroksabanom s

LP rezultatom pretrage LA: u nativnoj plazmi ispitanika (NP), plazmi ispitanika nakon dodatka DOAC-Stop™ tablete (NP + DS) i

plazmi ispitanika nakon dodatka aktivhog ugljena (NP + AC).

Koncentracija
rivaroksabana

dRVVT probirni test (LA1)

medijan (95%Cl)

dRVVT potvrdni test (LA2)

medijan (95%Cl)

LA omjer (LA1/LA2)

medijan (95%Cl)

ng/mL
(ng ) IQR IQR IQR
medijan (95%CI)
IOR NP NP + DS NP + AC NP NP + DS NP + AC NP NP + DS NP + AC
N = 39 (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s)
110 45 37 61 39 37 1,9 1,2 1,0
(82 - 119) (41— 48) (35 -40) (56 — 66) (37 -42) (3%5-39) |(1,7-20) ((11-12)| (1,0-1,2)
191 67 — 123 41 -51 35-40 54 - 72 36 -43 35-39 1,7-2,0 1,1-1,2 10-11
(163 - 255) P < 0,001 P =0,001 P =0,001
122 — 289
P <0,001* P <0,001* P <0,001*
P =0,007 P =0,020 P =0,001

P vrijednost izmedu skupina NP i NP+AC; IQR = interkvartilni raspon; 95%CI = 95%-tni interval pouzdanosti za medijan; LA = lupus

antikoagulans; AC = aktivni ugljen; DOAC-Stop™ tableta
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Slika 9. GrafiCki prikaz vrijednosti a) dRVVT probirne pretrage (LA1); b) dRVVT
potvrdne pretrage (LA2) i c) LA omjera u nativnoj plazmi (NP), plazmi nakon dodatka
DOAC-Stop™ tablete (DS) i plazmi nakon dodatka aktivhog ugliena (AC) u uzorcima

bolesnika s LP rezultatom pretrage LA i lijeCenih rivaroksabanom.

U bolesnika lije€enih rivaroksabanom kod kojih je dijagnostiCkim postupkom
izmjeren lazno pozitivan rezultat pretrage LA, primjena oba koriStena adsorbensa
rezultirala je potpunom korekcijom i probirne i potvrdne dRVVT pretrage kao i
izraCunatog LA omjera unutar referentnog intervala. Vrijednosti i probirne i potvrdne
dRVVT pretrage i posljedicno izraCun LA omjera u dijagnostici LA, pokazali su
statisticki zna€ajnu razliku izmjerenih rezultata u nativnim uzorcima plazme (NP)

bolesnika i uzorcima plazme kojima su dodani ispitivani adsorbensi DOAC-Stop™
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(DS) i aktivni uglien (AC), kako je vidljivo iz Tablice 7. i Slike 9. Na temelju ovih
rezultata pokazano je da primjena oba koriStena adsorbensa ucinkovito uklanja
interferenciju u odredivanju LA i u uzorcima plazme bolesnika lijeCenih
rivaroksabanom.

Primjena ispitivanih adsorbensa, DOAC-Stop™ tablete i medicinskog aktivnog
ugljena na uklanjanje interferencije u odredivanju pretrage LA pokazala je statisticki
znacajnu razliku vrijednosti i probirne i potvrdne dRVVT pretrage te izraCuna LA
omjera u uzorcima bolesnika lijeCenih apiksabanom kod kojih je u nativnoj plazmi
(NP) bolesnika dobiven LP rezultat pretrage LA. Vrijednosti obe dRVVT pretrage, kao
i LA omjera korigiraju se unutar referentnog intervala s oba adsorbensa, Sto dokazuje
da se ovim postupkom ucinkovito uklanja interferencija u odredivanju LA i u uzorcima

plazme bolesnika lije€enih apiksabanom (Tablica 8, Slika 10).
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Tablica 8. Rezultati probirne i potvrdne dRVVT pretrage (LA1 i LA2) i LA omjera (LA1/LA2) u ispitanika lije¢enih apiksabanom s LP
rezultatom pretrage LA: u nativnoj plazmi ispitanika (NP), plazmi ispitanika nakon dodatka DOAC-Stop™ tablete (NP + DS) i plazmi

ispitanika nakon dodatka aktivnog ugljena (NP + AC).

Koncentracija
apiksabana
(ng/mL)
medijan (95% CI)
IQR
N=11

177
(122 — 314)

164 - 348

dRVVT probirni test (LA1)

dRVVT potvrdni test (LA2)

LA omjer (LA1/LA2)

medijan (95% CI) medijan (95% CI) medijan (95% CI)
IQR IQR IQR
NP NP + DS NP + AC NP NP + DS NP + AC NP NP + DS NP + AC
(s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s)

76 46 36 46 38 38 1,6 1,2 1,0
(58 -109) | (41 -60) (35-42) | (35-66) (37 -42) (34-42) | (16-20)|(1,1-14) | (0,9-1,1)
63 -88 42 — 52 36 —38 38 -56 37-39 35-40 16-18 | 1,1-13 09-1.1

P = 0,007 P =0,050 P = 0,008
P=0,001* P =0,001* P =0,001*
P =0,008 P =0,383 P =0,016

*P vrijednost izmedu skupine NP i NP+AC
IQR = interkvartilni raspon; 95%CI = 95%-tni interval pouzdanosti za medijan; LA = lupus antikoagulans; AC = aktivni ugljen;
DS = DOAC-Stop™ tableta
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Slika 10. GrafiCki prikaz vrijednosti a) dRVVT probirne pretrage (LA1); b) dRVVT
potvrdne pretrage (LA2) i c) LA omjera u nativnoj plazmi (NP), plazmi nakon dodatka
DOAC-Stop™ tablete (DS) i plazmi nakon dodatka aktivhog ugliena (AC) u bolesnika

s LP rezultatom pretrage LA i lije€enih apiksabanom.

40



4.3. Rezultati odredivanja koncentracije DOAC lijekova u uzorcima plazme
bolesnika s lazno pozitivnim rezultatom pretrage LA nakon dodatka

komercijalne DOAC-Stop™ tablete i medicinskog aktivnog ugliena

U svrhu potvrde adsorptivnih svojstava komercijalne DOAC-Stop™ tablete i
medicinskog aktivnog ugljena, od ukupnog broja uzoraka bolesnika lijeCenih sa sva
tri DOAC lijeka, nasumicno je odabrano po 5 uzoraka plazme za svaki pojedinacni
lijek u kojima je izmjeren LP rezultat pretrage LA te je u svim uzorcima nakon
dodatka DOAC-Stop™ tablete te medicinskog aktivnog ugliena, te je u svih 30
uzoraka (n=30; 15 uzoraka s DS i 15 uzoraka s AC) odredena koncentracija
odgovarajuceg DOAC lijeka. U svim analiziranim uzorcima koncentracija
odgovarajuceg DOAC lijeka nakon dodatka DOAC-Stop™ tablete i aktivnog ugliena
bila je nemijerljiva, odnosno ispod granice detekcije kvantitativnim metodama
odredivanja koriStenim u ovom istrazivanju. Ovi rezultati pokazali su da oba koriStena
adsorbensa ucinkovito uklanjaju sva tri DOAC lijeka iz plazme bolesnika, Sto
objasnjava njihov djelotvoran ucinak na uklanjanje interferencije u odredivanju

pretrage LA.

4.4. Rezultati odredivanja probirne dRVVT i potvrdne dRVVT pretrage te
izracun LA omjera u uzorcima plazme bolesnika sa stvarno pozitivnim
rezultatom pretrage LA i nakon dodatka komercijalne DOAC-Stop™

tablete i medicinskog aktivnhog ugljena

Dodatnu podskupinu Cinili su wuzorci bolesnika s poznatim pozitivnim
rezultatom pretrage LA (n = 3), a koji nisu lijeCeni DOAC lijekovima. Kako bismo
provjerili da adsorbensi koriSteni u ovom istrazivanju nemaju utjecaj na rezultate
odredivanja LA kod bolesnika koji imaju dokazano pozitivan rezultat LA, u sva 3
uzorka bolesnika s pozitivnim LA, ucinjeno je odredivanje dRVVT probirne i dRVVT
potvrdne pretrage te je izraCunat LA omijer prije i nakon dodatka DOAC-stop tablete,
odnosno medicinskog aktivnog ugljena.

Rezultati ispitivanja provedeni u uzorcima bolesnika s ranije dokazanim
pozitivnim LA, a kojima su tijekom redovne laboratorijske kontrole odredeni probirna i
potvrdna dRVVT pretraga uz izraCun LA omjera prije i nakon dodatka oba
adsorbensa, pokazali su da dodatak adsorbensa nema interferiraju¢i ucinak na
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rezultat pretrage LA, odnosno da stvarno pozitivan rezultat pretrage LA ostaje
pozitivan prije i nakon dodatka oba adsorbensa, DOAC-stop tablete i aktivnog
ugljena (Tablica 9).
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Tablica 9. Rezultati probirne i potvrdne dRVVT pretrage (LAL i LA2) i LA omjera (LA1/LA2) u bolesnika s ranije dokazanim LA
(n=3): u nativnoj plazmi ispitanika (NP), plazmi ispitanika nakon dodatka DOAC-Stop™ tablete (NP + DS) i plazmi ispitanika nakon

dodatka aktivnog ugljena (NP + AC).

dRVVTprobirni test (LA1) dRVVTpotvrdni test (LA2) LA omjer (LA1/LA2)
() (s) ()
NP NP + DS NP + AC NP NP +DS | NP +AC NP NP + DS NP + AC
Bolesnik (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s) (s)
1. 99
93 91 45 43 43 22 2,2 2,1
2.
46 a7 46 30 31 31 1,5 15 1,5
3.
119 88 92 64 49 52 1,9 1,8 1,8

AC = aktivni uglien; DS = DOAC-Stop™ tablet




5. RASPRAVA

Uvodenjem DOAC lijekova u klinicku praksu, specijalizirani laboratoriji za
ispitivanje poremecaja hemostaze suoCeni su s novim izazovima. Lije€enje bolesnika
DOAC lijekovima ima znacajan utjecaj na rezultate veCine koagulacijskih pretraga,
uklju€ujuci probirne pretrage dostupne u vecini koagulacijskih laboratorija (PV, APTV
i TV), ali i brojne specijalistiCcke pretrage hemostaze medu kojima u svakodnevnoj
kliniCkoj praksi posebno znacenje imaju pretrage koje se izvode u sklopu probira na
trombofiliju sa svrhom utvrdivanja nasljednih i/ili steCenih Cimbenika rizika u bolesnika
s tromboembolijskim bolestima. |zvodenje vecine pretraga probira na trombofiliju u
okviru specijaliziranih koagulacijskih laboratorija otezano je, odnosno, onemoguceno
u bolesnika lijeCenih DOAC lijekovima (jednako kao i ,starim“ antikoagulantnim
lijekovima, odnosno VKA) zbog njihova zna€ajnog utjecaja na rezultate ovih pretraga
u smislu lazno pozitivnih ili lazno negativnih rezultata. Stoga je upravo
antikoagulantna terapija DOAC lijekovima jedan od klju¢nih predanalitiCkih ¢imbenika
koje treba uvijek uzeti u obzir pri planiranju izvodenja pretraga u sklopu laboratorijske
dijagnostike trombofilije. Poznavanje utjecaja DOAC lijekova na rezultate pretraga na
trombofiliju preduvjet je njihove pravilne interpretacije. l1zvodenje ovih pretraga u
bolesnika lije¢enih DOAC lijekovima stoga moze imati izravan negativan ucinak na
lijeCenje i skrb o bolesniku, s obzirom da pogreSna interpretacija rezultata ovih
pretraga zbog nepoznavanja ucinaka lijgka moZe rezultirati i pogresnim
postavljanjem dijagnoze.

Jedna od vaznih i neizostavnih pretraga u sklopu probira na trombofiliju koje
se izvode u specijaliziranim koagulacijskim laboratorijima je i dokazivanje lupus
antikoagulansa. Za razliku od druge dvije podskupine antifosfolipidnih protutijela, aCL
i anti-B2-GP1, koje se odreduju enzimimunokemijskim testovima i na koje
antikoagulacijska terapija nema interferiraju¢i ucinak, odredivanje pretrage LA
koagulacijskim testovima izravno je podlozno utjecaju antikoagulacijske terapije svim
vrstama antikoagulantnih lijekova, ukljuCujuéi i DOAC lijekove. Izvodenje
dijagnostickog postupka kojim se dokazuje prisutnost lupus antikoagulansa u
cirkulaciji, kao jednog od kriterija u postavljanju dijagnoze antifosfolipidnog sindroma,
stoga je vrlo otezano u bolesnika koji se lije€e DOAC lijekovima. Naime, buduéi da

terapija DOAC lijekovima uzrokuje lazno pozitivan rezultat pretrage LA kod

44



znacajnog broja bolesnika, ispitivanje ovog ¢imbenika rizika nije moguce izvoditi u
bolesnika lijeCenih ovim lijekovima. S druge strane, odgadanje laboratorijske
dijagnostike probira na trombofiliju, ukljuCujuci i dijagnostiku LA protutijela, do
zavrSetka antikoagulantne terapije moze imati izravne negativne ili Stetne uCinke na
samo lijeCenje bolesnika.

Budu¢i da niti jedna zasebno izvedena laboratorijska pretraga nema
zadovoljavajucu dijagnosticku osjetljivost i specificnost za odredivanje LA protutijela u
cirkulaciji, dokazivanje ovih protutijela u plazmi temelji se na kombinaciji pretraga
koje uklju€uju pretrage probira i potvrde. Primjena dRVVT probirnog i potvrdnog testa
prema svim trenutno vazec¢im smjernicama krovnih medunarodnih organizacija €ini
neizostavni dio dijagnosti¢kog postupka u dokazivanju LA (Pengo i sur., 2018; Pengo
i sur., 2009). Medutim, analogno vecini ostalih pretraga probira na trombofiliju Cije
naCelo mjerenja koristi koagulometrijsku metodu detekcije reakcije, na dRVVT
probirnu i potvrdnu pretragu, DOAC lijekovi znaajno utjeCu rezultirajuci lazno
pozitivnim rezultatom LA (Antovic i sur., 2017; Hoxha i sur., 2017; Ratzinger i sur.,
2016; Martinuzzo i sur., 2014). Ispitivanja utjecaja DOAC lijjekova na rezultate
pretrage LA tako su nedvojbeno pokazala da izvodenje ove pretrage nije pouzdano,
a time niti opravdano u bolesnika lijecenih DOAC lijekovima.

Razumijevanje vaznosti pouzdane laboratorijske dijagnostike Ciji osnovni cilj
mora biti to¢an i pouzdan rezultat pretrage s jedne strane te vaznost pravovremene
dijagnostike u svrhu optimiranja intenziteta i duljine antikoagulacijske terapije s druge
strane, u posljednje dvije godine rezultirali su najnovijim istraZivanjima koja su imala
za cilj osmisliti potencijalne mehanizme uklanjanja interferencije DOAC lijekova u
odredivanju pojedinih pretraga probira na trombofilju. Ova su istrazivanja tek
nedavno rezultirala prvim komercijalnim pripravkom, tzv. DOAC-Stop™ tabletom
(Haematex Research, Hornsby, Australija) koja zbog svojih adsorptivnih svojstava
ima sposobnost uklanjanja DOAC lijekova iz plazme ispitanika Cime se izravno
ponistava interferirajuci utjecaj ovih lijekova na izvodenje koagulacijskih pretraga
probira na trombofiliju. Primjena DOAC-Stop™ tablete i prvi preliminarni rezultati
ispitivanja objavljeni proSle godine oznacili su prekretnicu u laboratorijskoj dijagnostici
probira na trombofiliju u bolesnika lije€enih DOAC lijekovima (Favrese i sur., 2018).
Za sada je primjena DOAC-Stop™ postupka jo$ uvijek na istrazivackoj razini, ali je za
ocCekivati da ¢e primjena DOAC-Stop™ tablete u narednim godinama postati sastavni

dio ispitivanja na trombofiliju u bolesnika koji se lije¢e DOAC lijekovima.
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Cilj ovog rada bio je ispitati ucinak i djelotvornost DOAC-Stop™ postupka u
uklanjanju interferencije DOAC lijekova u dijagnostici LA protutijela, koriStenjem
komercijalno dostupne DOAC-Stop™ tablete (Upute za uporabu: DOAC-Stop™,
Haematex Research, Hornsby, Australia). Medutim, u ovom smo radu otisli i korak
dalje tako Sto smo optimirali i vlastitu metodu uklanjanja interferencije primjenom
medicinskog aktivnog ugljena u prahu (Sazetak uputa o lijeku: CARBOMED granule,
Jadran Galenski laboratorij). Naime, iako sastav DOAC-Stop™ tablete nije jasno
naznacen na deklaraciji proizvodaca, tijekom osmisljavanja vlastitog istrazivanja uz
primjenu DOAC-Stop™ tablete pretpostavili smo da je kljuéna djelatna tvar koja
djeluje kao adsorbens za DOAC lijekove aktivni uglien. Stoga je jedan od naSih
klju€nih ciljeva u ovom radu bio usporediti i djelotvornost vlastite in house osmisljene
metode uklanjanja interferencije uz primjenu medicinskog aktivnog ugljena
(CARBOMED granule, Jadran Galenski Laboratorij) s ucinkom koji se postize
primjenom komercijalno dostupne DOAC-Stop™ tablete. Kako bismo ispitali
ispravnost nasSe pretpostavke te utvrdili djeluje li medicinski aktivni ugljen kao
adsorbens DOAC lijekova te je li u€inkovit u uklanjanju interferencije u odredivanju
pretrage LA, eksperimentalni dio istrazivanja u cijelosti smo izveli na nacin da su sva
mjerenja ucinjena u svim analiziranim uzorcima uz istodobnu primjenu i komercijalne
DOAC-Stop™ tablete i medicinskog aktivnog ugliena. Prvi dio naseg istrazivanja
odnosio se na optimiranje vlastitog postupka s obzirom na koli¢inu aktivhog ugljena
koja se dodaje odredenom uzorku plazme ispitanika te duljinu centrifugiranja kako bi
se postigao o€ekivani uc€inak uklanjanja interferencije. Pokazalo se da je u 0,5 do 1,0
mL plazme ispitanika potrebno dodati 100 pg granula aktivnog ugljena te se nakon
centrifugiranja na 2000 g tijekom 20 minuta postize potpuna adsorpcija DOAC
lijekova na aktivni ugljen, a u supernatantu tako obradenog uzorka moguce je dalje
postupati kao i u slu¢aju koristenja komercijalne DOAC-Stop™ tablete.

Daljnji tijek naSeg eksperimentalnog istrazivanja uklju€ivao je odredivanje
koncentracije DOAC lijekova, dabigatrana, rivaroksabana i apiksabana, u plazmi
ispitanika, izvodenje probirne i potvrdne dRVVT pretrage u dijagnostici LA te njihovo
ponavljanje u istovjetnim uzorcima plazme nakon dodatka DOAC-Stop™ tablete,
odnosno medicinskog aktivnog ugljena na nacin kako je opisano u odjeljku Metode
ovog rada.

Rezultati provedenog ispitavanja pokazali su da sva tri DOAC lijeka znacajno
utjeCu na rezultate dRVVT probirne i potvrdne pretrage rezultirajuci LP rezultatom
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pretrage LA u znacCajnom udjelu ispitanih bolesnika, odnosno u vise od polovice svih
ispitanih uzoraka bolesnika lije€enih rivaroksabanom i dabigatranom, dok je udio LP
rezultata u uzorcima bolesnika lijeCenih apiksabanom bio nesto nizi. Analizom
statistiCke znaCajnosti razlika proporcija potvrdeno je da je udio LP rezultata pretrage
LA bio znacajno veci u podskupini bolesnika lijeCenih rivaroksabanom u odnosu na
udio LP rezultata u bolesnika lijeCenih apiksabanom. Udio LP rezultata pretrage LA
nije se znacCajno razlikovao izmedu bolesnika lijeCenih dabigatranom i
rivaroksabanom kao niti izmedu bolesnika lijeCenih dabigatranom i apiksabanom.
Rezultati nasSeg istrazivanja s obzirom na visok udio LP rezultata pretrage LA u
bolesnika na DOAC lijekovima podudarni su s rezultatima drugih autora (Hillarp i sur.,
2018; Antovic i sur., 2017; Ratzinger i sur., 2016; Merriman i sur., 2011). Nadalje,
rezultati naseg istrazivanja takoder potvrduju prethodna opazanja drugih autora koji
su pokazali da lijek apiksaban ima znacajno nizi potencijal uzrokovanja LP rezultata u
odnosu na lijek rivaroksaban (Hoxha i sur. 2017; Ratzinger i sur., 2016; Bonar i sur.,
2016; Hillarp i sur., 2014). S obzirom da studije navode da apiksaban u istoj mjeri
produljuje vrijeme zguSavanja i probirnog i potvrdnog dRVVT testa, rezultirajuci
normalnim dRVVT omjerom, odnosno negativnim rezultatom pretrage LA, upravo bi
to mogao biti razlog zasto je i u nasem ispitivanju najmanji udio lazno pozitivnih
rezultata dobiven u skupini bolesnika lijecenih apiksabanom.

Nadalje, rezultati naSeg ispitivanja pokazali su da se koncentracije sva tri
DOAC lijeka ne razlikuju znacajno u uzorcima bolesnika kod kojih je izmjeren LP
rezultat pretrage LA. U uzorcima bolesnika s negativnim rezultatom pretrage LA,
koncentracije dabigatrana i apiksabana bile su znaCajno vece u odnosu na
koncentracije rivaroksabana, Sto upucuje da lijek rivaroksaban moze uzrokovati LP
rezultat pretrage LA i pri vrlo niskim koncentracijama koje vremenski odgovaraju
minimalnim koncentracijama lijeka u cirkulaciji, odnosno onima koje odgovaraju
vremenu uzorkovanja neposredno prije primjene sljedece doze lijeka. Ovo opazanje
je vazno jer upucuje da laboratorijska dijagnostika LA nije pouzdana u bolesnika
lije€enih DOAC lijekovima niti ako se uzorkovanje izvodi u vremenskoj tocki kada je
koncentracija lijeka u cirkulaciji najniza, odnosno neposredno prije primjene sljedecée
doze lijeka.

Rezultati naseg rada podudarni su s rezultatima drugih ispitivanja koja su
pokazala da iako je utjecaj DOAC-lijekova na rezultate pretrage LA ovisan o

plazmatskoj koncentraciji samoga lijeka, ovi lijekovi mogu ¢€ak i pri niskim
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koncentracijama u cirkulaciji uzrokovati LP rezultat pretrage LA (Flieder i sur., 2018;
Antovic i sur., 2017; Hoxha i sur., 2017; Ratzinger i sur., 2016; Martinuzzo i sur.,
2014).

Kljuéni dio naSeg ispitivanja odnosio se na ispitivanje ucinkovitosti
komercijalne DOAC-Stop™ tablete i medicinskog aktivhog ugliena u uklanjanju
interferencije sva tri DOAC lijeka na rezultat pretrage LA. Kako bismo to ispitali, u
zasebne alikvote svih uzoraka s LP rezultatom pretrage LA dodani su DOAC-Stop™
tableta i aktivni ugljen. Nakon centrifugiranja ovako obradenih uzoraka, u
supernatantu je ponovljeno odredivanje probirne i potvrdne dRVVT pretrage uz
izraCun LA omjera. Rezultati ovako provedenog ispitivanja jasno su pokazali da i
DOAC-Stop™ tableta i medicinski aktivni uglien ucinkovito i djelotvorno uklanjaju
interferenciju sva tri DOAC lijeka na rezultat pretrage LA. Analiza statistiCke
znacajnosti razlike pokazala je znacCajne razlike u vrijednostima dRVVT probirne i
potvrdne pretrage kao i LA omjera u nativnoj plazmi, plazmi kojoj je dodana DOAC-
Stop™ tableta i plazmi kojoj je dodan aktivni ugljen. U svim ispitanim uzorcima, za
sva tri lijeka, nakon dodatka i DOAC-Stop™ tablete i aktivhog ugljena, vrijednosti i
probirne i potvrdne dRVVT pretrage te izraCunatog LA omjera (dRVVTs/dRVVTc),
doslo je do potpune korekcije vrijednosti unutar referentnog intervala.

Nadalje, iz rezultata naSeg ispitivanja proizlazi da je djelotvornost DOAC-
Stop™ tablete i vlastite optimirane metode s medicinskim aktivnim uglienom jednaka
i usporediva te na temelju ovih rezultata zakljuCujemo da se primjena medicinskog
aktivnog ugljena moze jednako ucinkovito koristiti u uklanjanju interferencije DOAC
lijekova u postupku izvodenja pretrage LA kod bolesnika lije¢enih DOAC-ima.

U svim nasumic¢no odabranim alikvotima uzoraka plazme kojima su dodani
DOAC-Stop™ tableta, odnosno medicinski aktivni ugljen, koncentracije sva tri DOAC
ljeka bile su nemijerljivo niske, odnosno ispod granice detekcije metodom
kvantitativnog odredivanja koncentracije ovih lijekova. Ovi rezultati pokazuju da i
DOAC-Stop™ tableta i medicinski aktivni ugljen u potpunosti adsorbiraju sva tri
DOAC lijeka iz plazme bolesnika, ¢ime se objaSnjava njihova ucinkovitost u
uklanjanju interferiraju¢eg uc€inka na probirnu i potvrdnu dRVVT pretragu u sklopu
dijagnostickog postupka za LA.

Dodatno, kako bismo ispitali ima li primjena DOAC-Stop™ tablete, odnosno
medicinskog aktivhog uglijena, utjecaja na stvarno pozitivan rezultat rezultata

pretrage LA, ispitivanje je uCinjeno kod 3 bolesnika s poznatim pozitivnhim rezultatom
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pretrage LA. Ovi bolesnici nisu bili na terapiji DOAC lijekovima, a odredivanje
pretrage LA ucinjeno je u sklopu redovne kontrolne dijagnostiCke obrade koja je
ukljuCivala i odredivanje pretrage LA. Kod sva tri bolesnika, probirna i potvrdna
dRVVT pretraga je ucinjena u nativnoj plazmi, te u istovjetnim alikvotima uzoraka
plazme nakon dodatka DOAC-Stop™ tablete, odnosno aktivnog ugljena. Rezultati
ovog ispitivanja potvrdili su da primjena komercijalne DOAC-Stop™ tablete, kao i
medicinskog aktivnog ugljena ne utjeCe na rezultat u bolesnika koji imaju stvarno
pozitivan LA. Ovo zapazanje je od iznimne vaznosti jer potvrduje da se postupak
primjene DOAC-Stop™ tablete, odnosno aktivnog uglijena, mozZe pouzdano Koristiti
bez utjecaja na stvarno pozitivan rezultat pretrage LA, Sto je preduvjet da bi se sam
postupak uopce mogao implementirati u svakodnevnu laboratorijsku praksu
odredivanja pretrage LA u bolesnika koiji se lijeCe DOAC lijekovima.

Koliko nam je poznato, do sada nije provedeno niti jedno istraZivanje u
kojem je ispitan potencijalni uCinak medicinskog aktivnog ugliena (uz izuzetak
komercijalne DOAC-Stop™ tablete za koju smo pretpostavili da je klju¢na djelatna
komponenta upravo aktivni ugljen) na uklanjanje interferencije DOAC lijekova u
odredivanju bilo koje pretrage hemostaze, ukljuCujuc¢i i LA. Osnovna prednost
primjene medicinskog aktivnhog ugljena u odnosu na komercijalnu DOAC-Stop™
tabletu je ta Sto je medicinski aktivni ugljen lako dostupan i jeftin pripravak u odnosu
na vrlo skupi komercijalni pripravak DOAC-Stop™ tablete &ija primjena znacajno
povecava, odnosno udvostruCava cijenu ionako skupih pretraga probira na
trombofiliju. S druge strane, prednost primjene komercijalne DOAC-Stop™ tablete u
odnosu na medicinski aktivni ugljen je znatno krace vrijeme centrifugiranja uzoraka,
Sto izravno utjeCe na brzinu izvodenja pretraga.

Na kraju ovog rada, vazno je naglasiti da provedeno ispitivanje smatramo
iznimno vaznim u smislu doprinosa poboljSanju laboratorijske dijagnostike pretraga
hemostaze u bolesnika lijeCenih DOAC-lijekovima. Laboratorijski stru€njaci u
specijaliziranim koagulacijskim laboratorijima svakodnevno su suocCeni s vaznoScu
poznavanja svih predanalitickih, analitickih i postanalitiCkih Cimbenika koji mogu
utjecati na tocnost rezultata pretraga, a time u konachnici i na kvalitetu lijeCenja samog
bolesnika. Za ocCekivati jest da Ce primjena opisanog postupka uklanjanja
interferencije primjenom DOAC-Stop™ tablete ili medicinskog aktivhog ugliena na
izvodenje LA pretrage znacajno doprinijeti pouzdanoj laboratorijskoj dijagnostici u
bolesnika na terapiji DOAC lijekovima u svakodnevnoj klinickoj praksi.
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6. ZAKLJUCAK

1. Provedeno ispitivanje pokazalo je da sva tri ispitana DOAC lijeka,

dabigatran, rivaroksaban i apiksaban, rezultiraju lazno pozitivnim (LP)
rezultatom pretrage LA u znacCajnom udjelu ispitanih uzoraka, odnosno
bolesnika. Najveéi udio lazno pozitivnih rezultata izmjeren je u uzorcima
bolesnika lijeCenih rivaroksabanom, a najmanji u uzorcima bolesnika

lijeCenih apiksabanom.

Buduci da sva tri DOAC lijeka imaju znacajan dokazani interferirajuci utjeca;j
na odredivanje pretrage LA u smislu lazno pozitivnih rezultata u velikom
udjelu analiziranih uzoraka, ova pretraga ne bi se smjela izvoditi u bolesnika

tijekom lijeCenja DOAC lijekovima.

Primjena  komercijaine DOAC-Stop™ tablete  ucinkovito  uklanja
interferirajuci u€inak sva tri DOAC lijeka u odredivanju i probirne i potvrdne
dRVVT pretrage u sklopu dijagnosticCkog postupka dokazivanja LA
protutijela. Temeljem rezultata ovog ispitivanja zakljuCujemo da se postupak
s DOAC-Stop™ tabletom mozZe pouzdano koristiti u svrhu laboratorijske

dijagnostike LA u bolesnika koji su na terapiji DOAC lijekovima.

. U naSem ispitivanju, primjena medicinskog aktivhog uglijena pokazala se
jednako ucinkovitom kao i primjena komercijalne DOAC-Stop™ tablete u
uklanjanju interferiraju¢eg ucinka sva tri DOAC lijeka u postupku odredivanja
LA pretrage. Temeljem rezultata ovog ispitivanja zakljuCujemo da se i
postupak s medicinskim aktivnim ugljenom mozZe pouzdano Koristiti u svrhu

laboratorijske dijagnostike LA u bolesnika na terapiji DOAC lijekovima.
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9. SAZETAK

LijeCenje bolesnika izravnim oralnim antikoagulansima (DOAC) ima znacajan
utjecaj na rezultate brojnih specijalistiCkih koagulacijskih pretraga medu kojima
posebno znacenje imaju pretrage probira na trombofiliju koje se izvode u svrhu
utvrdivanja nasljednih i/ili steCenih Cimbenika rizika tromboze. Odredivanje gotovo
svih pretraga probira na trombofiliju koagulacijskim testovima u bolesnika lijeCenih
DOAC lijekovima, rezultira lazno negativnim (LN) ili lazno pozitivnim (LP) rezultatima
zbog interferirajuceg utjecaja ovih lijekova na pojedine pretrage. Stoga odredivanje
pretraga na trombofiliju u bolesnika lijeCenih DOAC lijekovima nije moguce te je
njihovo izvodenje u pravilu potrebno odgoditi do zavrSetka terapije kako bi se
sprjecilo pogreSno tumacenje dobivenih rezultata i posljedicno postavljanje pogre$ne
dijagnoze. Jedna od neizostavnih pretraga u sklopu probira na trombofiliju je
dokazivanje antifosfolipidnih protutijela lupus antikoagulansa (LA) u cirkulaciji.
Klju€ne pretrage u dokazivanju LA ukljuCuju primjenu zmijskog venoma u tzv. dRVVT
(engl. diluted Russell’s viper venom time) probirnom i potvrdnom testu, na koje
DOAC lijekovi znacajno utjeCu rezultirajuéi LP rezultatom kod vecine bolesnika.
Stoga su najnovija istrazivanja usmjerena na osmiSljavanje potencijalnih
mehanizama uklanjanja interferencije DOAC lijekova u odredivanju pretraga na
trombofiliju rezultirala prvim komercijalnim pripravkom, tzv. DOAC-Stop™ tabletom
(DOAC-Stop™, Haematex Research, Hornsby, Australia), koja ima sposobnost
uklanjanja DOAC lijeka iz plazme bolesnika.

Cilj ovog rada bio je ispitati u¢inak komercijalne DOAC-Stop™ tablete, kao i
vlastite optimirane metode uz primjenu medicinskog aktivnog ugljena u prahu
(CARBOMED granule, Jadran Galenski Laboratorij, Hrvatska) na uklanjanje
interferencije u dijagnostici LA protutijela. U uzorcima bolesnika lijeCenih DOAC
lijekovima, dabigatranom (n=57), rivaroksabanom (n=58) i apiksabanom (n=28),
odredene su probirna i potvrdna dRVVT pretraga za dokazivanje LA. U drugom,
kljuénom dijelu naseg ispitivanja, u svim uzorcima s LP rezultatom pretrage LA,
ispitana je djelotvornost DOAC-Stop™ tablete i medicinskog aktivnog uglijena na
uklanjanje interferencije u dokazivanju LA. Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da
i DOAC-Stop™ tableta i vlastiti optimirani postupak uz primjenu medicinskog
aktivnog ugljena (0,5 ml plazme, 100 ug aktivhog ugljena, centrifugiranje na 2000 g
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tijekom 20 minuta) ucinkovito uklanjaju interferenciju u odredivanju pretrage LA u
svim analiziranim uzorcima s LP rezultatom za sva tri ispitana DOAC lijeka.
Provedeno ispitivanje smatramo iznimno vaznim u smislu znacajnog doprinosa
poboljSanju laboratorijske dijagnostike pretraga na trombofiliju koagulacijskim

testovima u bolesnika lije¢enih DOAC lijekovima.

Kljuéne rije€i: trombofilija, direktni oralni antikoagulansi (DOAC), interferencija,

lupus antikoagulans
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9. SUMMARY

Treatment of patients with direct oral anticoagulants (DOACSs) has a significant
impact on the results of many specialized coagulation tests, among which assays for
thrombophilia testing are of special significance. They are performed with the
purpose of determining hereditary and/or acquired thrombotic risk factors.
Determination of almost all assays included in thrombophilia testing in patients
treated with DOACS, results in false negative (FN) or false positive (FP) results due
to the interfering effectsof these drugs on individual assays.Therefore, determination
of these assays is not possible in patients treated with DOACs, and their
performance should be postponed until the therapy is over in order to prevent
misinterpretation of the test results obtained and the consequent misdiagnosis. One
of the indisputable assays included in thrombophilia testing is detectionof lupus
anticoagulant (LA) antiphospholipid antibodies in circulation. The key assays aimed
at LA detection include the use of a snake venom in so-called dRVVT (diluted
Russell’s viper venom time) screening and confirmatory tests, at which DOAC drugs
significantly affect ofFP results in most patients. Therefore, recent research aimed at
designing potential mechanisms for removing the interference of DOAC drugs in
determination of thrombophilia tests resulted in the preparation of the first commercial
DOAC-Stop™ tablet (DOAC-Stop™, Haematex Research, Hornsby, Australia). The
tablet has the ability of removing DOAC drugs from the patient’s plasma.

The aim of this study was to investigate the effect of commercial DOAC-stop
tablet as well as the efficiency our own optimized method of using the activated
charcoal powder (CARBOMED granules, Jadran-GalenskiLaboratorij, Croatia) in
removing interference in the detection of LA antibodies. In samples of patients
treated with DOAC drugs, i.e. dabigatran (n = 57), rivaroxaban (n = 58) and apixaban
(n = 28), both screening and confirmatory dRVVT assaysfor LA detection were
determined. In the second, crucial part of our study, the effectiveness of bothDOAC-
stop tablet and medical activated charcoalwere investigated in removing LA
interference in all samples with FP results of LA testing. The results of our study have
clearly shown that both DOAC-Stop™ tablet and our own optimized procedure of
using the medical activated charcoal (0.5 ml of plasma, 100 ug of activated charcoal,
centrifugation 20 minutes at 2000 @), effectively eliminate the interference in
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determining of LA antibodies in all samples with LP results of LA testing for all three
DOAC drugs evaluated. The conducted study is considered to be of great importance
in terms of contribution to the significant improvement in the laboratory diagnostics of

thrombophilia using coagulation assays in patients treated with DOAC drugs.

Key words: thrombophilia, direct oral anticoagulants (DOACSs), interference, lupus

anticoagulant
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