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POPIS KRATICA

ADP — adenozin difosfat

APC - aktivirani protein C

APTV - aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme

AT — antitrombin

ClI — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

DIK — diseminirana intravaskularna koagulacija

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

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

DOAC — direktni oralni antikoagulansi (engl. direct oral anticoagulants)

DVT — duboka venska tromboza

Gla — y-karboksiglutamat

GP — glikoprotein

EPCR-1 — endotelni protein C receptor

FDP — razgradni produkti fibrina (engl. fibrin degradation products)

HCII — heparinski kofaktor 11 (engl. heparin cofactor Il )

HMWK - kininogen visoke molekulske mase (engl. high molecular weight kininogen)
INR — Internacionalni normaliziraju¢i omjer (engl. international normalized ratio)
IRP — Medunarodni referentni pripravak (engl. international referencepreparation)
IQR — interkvartilni raspon (engl. interquartile range)

ISI — Medunarodni indeks osjetljivosti (engl. international sensitivity index)

LA — lupus antikoagulans

LDL - lipoprotein niske gustoce (engl. low density lipoprotein)

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

MNPT — srednje normalno protrombinsko vrijeme (engl. mean normal prothrombin time)
NO — dusikov oksid (engl. nitric oxide)

NOAC — novi oralni antikoagulansi (engl. novel oral anticoagulants)

PAF — faktor koji aktivira trombocite (engl. platelet activating factor)

PAR — proteazama aktivirani receptor

PC — protein C

PGI2 — prostaglandin 12

PE — pluéna embolija



PK — prekalikrein

PPP — plazma siromasna trombocitima (engl. platelet poor plasma)
PS — protein S

PV — protrombinsko vrijeme

RI — referentni interval

TF — tkivni faktor (engl. tissue factor)

TFPI — inhibitor puta tkivnog faktora (engl. tissue factor pathway inhibitor)
TM — trombomodulin

TPA — aktivator tkivnog plazminogena

TV —trombinsko vrijeme

UFH — nefrakcionirani heparin (engl. unfractioned heparin)

UPA — urokinazni aktivator plazminogena

VKA — antagonisti vitamina K (engl. vitamin K antagonists)

VTE — venska tromboembolija

VWEF — von Willebrandov faktor



1. UvOD

1.1. Hemostaza

Hemostaza se definira kao zaustavljanje krvarenja, a sam izraz je izveden iz grékog
jezika pri ¢emu haeme oznacava krv, a stasis znaci zaustaviti. Hemostaza je slozeni proces
koji zapoc€inje ozljedom krvne Zile §to djeluje kao pokretac¢ niza reakcija u kojima mnostvo
vaskularnih i ekstravaskularnih ¢imbenika zajednickim medudjelovanjem poti¢e formaciju
stabilnog krvnog ugruska s ciljem sprjecavanja gubitka krvi iz oSteCene krvne zile te
otklanjanja Stete nanesene vaskulaturi 1 okolnom tkivu. Istodobno s formiranjem ugruska,
pokrecu se i inhibitori hemostaze kako bi se veli¢ina stvorenog ugruska ograni¢ila na mjesto
ozljede. Ukratko, hemostaza omogucuje popravak ostecenja krvne zile, oCuvanje krvi u
tekuc¢em stanju te uklanjanje krvnog ugruska nakon obnove vaskularnog integriteta (Palta i
sur., 2014; Rogers i sur., 2018; Versteeg i sur., 2013).

U normalnim fizioloskim uvjetima, u organizmu prisutna ravnoteza sprjecava i hiper- i
hipokoagulabilnost cirkuliraju¢e krvi. Takva se dinamiCka ravnoteza hemostatskog sustava
odrzava slozenim interakcijama brojnih komponenata koagulacijskog i fibrinolitickog
sustava, trombocita i stijenke krvnih zila (Bombeli i Spahn, 2004). Budu¢i da poremecaj u
funkciji hemostatskog sustava moze biti usmjeren, ovisno o prirodi poremecaja, prema
krvarenju (hipokoagulabilna stanja) ili trombozi (hiperkoagulabilna stanja), od velikog je
znaCaja razumjeti fizioloSke osnove hemostaze kako bi se nepravilnosti u procesima
zgruSavanja mogle pravovremeno dijagnosticirati, a u¢injeni dijagnosticki testovi pravilno
interpretirati (Palta i sur., 2014).

Funkcija hemostatskog sustava dijeli se na dva osnovna dijela, sustav zgrusavanja i
sustav fibrinolize, a s patofizioloskog stajaliSta tri su medusobno povezane faze U
cjelokupnom hemostatskom sustavu: primarna hemostaza, sekundarna hemostaza i
fibrinoliza. Primarna hemostaza je proces nastanka trombocitnog ugruska na mjestu ozljede
krvne zile. Sekundarna hemostaza obuhvaca aktivaciju komponenata plazmatske faze
zgruSavanja (faktori zgrusavanja) i stvaranje stabilnog trombocitno-fibrinskog ugruska.
Fibrinoliti¢ki sustav razgraduje fibrinski ugrusak koji je ispunio svoju zadacu i ograniava

stvaranje ugruska na mjestu ozljede (Margeti¢ i Carzavec, 2018).



1.1.1. Uloga trombocita u procesu hemostaze

Trombociti su stanicne komponente promjera 2 um bez jezgre koje nastaju u kostanoj
srzi iz megakariocita, a imaju kljuénu ulogu u hemostazi. U normalnim uvjetima, nakon
otpustanja iz koStane srzi, u krvi odraslog ¢ovjeka kontinuirano cirkulira velik broj trombocita
¢ijja je adhezija na endotel i agregacija minimalna zahvaljujuéi tvarima koje otpustaju
endotelne stanice, poput prostaglandina 12 i dusikovog oksida (NO), a koje na trombocite
djeluju inhibicijski, kao i tvarima koje inaktiviraju trombocitne agoniste poput adenozin-
difosfata (ADP) i trombina. Za trombocite u stanju mirovanja je karakteristiCan diskoidni
oblik. U citosolu trombocita nalaze se specifi¢ne granule, a-granule i guste (8) granule, ¢iji
sadrzaj ima klju¢nu ulogu u aktivaciji trombocita. Na svojoj povrSini trombociti eksprimiraju
brojne povrsinske receptore od kojih su najznacajniji glikoproteini (GP), ukljucujuéi receptor
GP IIb/Illa za fibrinogen, receptore GP Ia/lla i GP VI ¢iji je ligand kolagen te receptor GP
Ib/IX/V koji veze von Willebrandov faktor (VWF). Trombociti imaju i membranske receptore
koji su klju¢ni za stani¢nu aktivaciju, poput receptora P2Y1 1 P2Y12 za ADP, trombinskih
receptora (PAR-1 i PAR-4) i adrenergickih receptora.

Pri disfunkciji ili oSte¢enju endotela krvne Zile, dolazi do brze i sloZene interakcije
izmedu vaskularnih i ekstravaskularnih komponenti, trombocita i ostalih sastavnih dijelova
sustava zgrusavanja u cirkulaciji, §to podrazumijeva brzo vezanje subendotelnih proteina
izvanstanicnog matriksa, poput kolagena, fibronektina i VWF, na povrSinske receptore
trombocita, rezultiraju¢i adhezijom trombocita na oSteeni endotel. Veliki, multimerni
protein, VWF, kojeg izlu¢uju endotelne stanice, omogucava adheziju na subendotel vezanjem
na GP Ib/IX/V, nakon cega slijedi vezanje kolagena za GP la/lla i GP VI. Aktivacija
trombocita putem GP VI dovodi do interakcije GP IIb/I1la i fibrinogena te ¢vrstog prianjanja
na fibrinogen vezan za vaskularnu stijenku. Nakon prianjanja na subendotel, trombociti
podlijezu aktivaciji vezanjem trombina 1 kolagena na razliCite receptore. Aktivacija
trombocita podrazumijeva promjenu morfologije iz diskoidnog u sferi¢ni oblik s izdancima,
aktivaciju unutarstani¢nih signalnih putova, povecavanje citosolnog kalcija te posljedicne
degranulacije specifi¢nih citosolnih granula. Degranulacijom se oslobada sadrzaj a-granula
(fibrinogen, VWF) 1 gustih granula (ADP, serotonin, kalcij) u izvanstani¢ni prostor.
Oslobadanje autokrinih agonista, ADP-a, tromboksana A2 i serotonina, dolazi do nakupljanja
velikog broja trombocita te njihove aktivacije i agregacije. Oslobadanje ADP-a iz gustih
granula, zajedno s mobilizacijom kalcija, dovodi do molekularne reorganizacije GP I1b/ll1a,

aktivacije receptora i posljedi¢ne agregacije trombocita, pri cemu se receptor GP IIb/Illa na
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jednom trombocitu povezuje sa susjednim trombocitima preko srediSnjeg fibrinskog mosta.
Pored ADP-g, i drugi agonisti, poput epinefrina, trombina, kolagena i faktora koji aktivira
trombocite (PAF), mogu potaknuti agregaciju trombocita putem interakcije s membranskim
receptorima. Aktivirani trombociti dodatno izrazavaju prokoagulantnu povrsinu koja djeluje

kao spona izmedu primarne hemostaze 1 sekundarne faze aktivacije zgruSavanja.

1.1.2. Cimbenici hemostaze

Osnovne sastavnice hemostatskog sustava su vaskularne endotelne stanice, trombociti,
komponente plazmatske faze zgruSavanja (faktori zgruSavanja 1 fizioloSki inhibitori
zgrusavanja) i komponente fibrinolitiCkog sustava (aktivatori i inhibitori fibrinolize)
(Margeti¢ i Carzavec, 2018). Proces zgrusavanja krvi obuhvacéa niz enzimskih reakcija u
kojima primarno sudjeluju membranski i topljivi proteini, fosfolipidi stani¢nih membrana i
kalcijevi ioni (Ca®"). Aktivacija trombocita dovodi do njihove agregacije, a istovremeno se
aktivira i sustav plazmatskih proteina koji dovode do tvorbe umrezenog fibrinskog ugruska sa
svrhom stabilizacije agregata trombocita. Ovi su plazmatski proteini veéinom enzimi iz
skupine serinskih proteaza, a u plazmi su prisutni kao zimogeni koji krvlju cirkuliraju u
inaktivnom obliku kako ne bi spontano potaknuli zgrusavanje. Zimogeni se selektivnom
hidrolizom jedne ili viSe peptidnih veza prevode u aktivne proteaze koje potom aktiviraju
nizvodne proenzime.

Faktori zgrusavanja se pretezno Sintetiziraju u hepatocitima, uz iznimku faktora 1V
(Ca?"), faktora VIII koji se proizvodi u retikuloendotelnom sustavu i tkivnog faktora (engl.
tissue factor, TF) Kkoji je prisutan na membrani vecine tjelesnih stanica. Faktori Il, VII, IX i X
te fizioloski inhibitori u sustavu hemostaze, protein S i protein C, u pocéetnim dijelovima
molekulske strukture sadrze aminokiselinske ostatke y-karboksiglutamata (Gla) koji vezu
kalcijeve ione (Ca®"), te faktorima zgrusavanja omoguéuju vezanje na membranske
fosfolipide trombocita. Gla nastaju posttranslacijskom modifikacijom, karboksilacijom
glutamata posredovanom y-glutamil transferazom za ¢ije je djelovanje potreban kofaktor,
reducirani oblik vitamina K. Vitamin K se iz epoksidnog oblika prevodi u djelatni reducirani
oblik djelovanjem enzima vitamin K epoksid reduktaze, na ¢ijoj se inhibiciji temelji
antikoagulantno djelovanje varfarina. Nedostatak vitamina K dovodi do poremecaja
hemostaze koje se ocCituje pove¢anom sklonosc¢u krvarenju jer se faktori Il, VII, IX i X ne
mogu pravilno karboksilirati nakon zavrSene sinteze u jetri i stoga ostaju funkcionalno

neaktivni (Blanco i Blanco, 2017).



1.1.3. Stani¢ni model aktivacije sustava zgruSavanja

Prvotno razumijevanje sustava hemostaze temeljilo se na kaskadnom modelu
zgrusavanja koji se tradicionalno dijeli na unutarnji i vanjski put zgruSavanja, s time da oba
puta zgruSavanja konvergiraju ka zajedni¢kom putu zgrusavanja i aktivaciji faktora X. Prema
kaskadnom modelu zgrusavanja, jednom kada je proces zgrusavanja aktiviran bilo kojim od
dva puta zgrusavanja, dolazi do amplifikacijske kaskade koja podrazumijeva uzastopnu
aktivaciju nizvodnih faktora zgruSavanja (Davie i Ratnoff, 1964; Macfarlane, 1964). Modeli
,vodopada“ i ,kaskade* bili su kljuéni u napretku naSeg razumijevanja osnovnih principa
koagulacije in vitro sto je rezultiralo razvojem koagulacijskih pretraga bitnih za identifikaciju
nedostataka u vanjskom, unutarnjem 1 zajednickOom putu zgruSavanja. Medutim, danas je
uvazeno da je klasi¢na teorija unutarnjeg 1 vanjskog puta zgruSavanja korisna samo u
razumijevanju in vitro principa koagulacijskih testova jer ova teorija ne uzima u obzir
sredi$nju ulogu stani¢ne povrSine trombocita u procesu koagulacije in vivo (Bombeli i Spahn,
2004).

Suvremeni “stani¢ni model koagulacije” kojeg su 2001. godine predlozili Maureane
Hoffman i Dougald M. Monroe predstavlja najvjerniji prikaz koagulacije in vivo te je isti
zamijenio kaskadni model zgrusavanja. Prema ovome modelu, proces koagulacije se ne
odvija kao "kaskada", ve¢ se moze podijeliti u tri faze koje se medusobno nadovezuju: fazu
inicijacije, amplifikacije i propagacije. Ovaj model dodatno naglasava znacaj specifi¢nih
stani¢nih povrS§ina u usmjeravanju procesa koagulacije (Hoffman i Monroe, 2001).

Faza inicijacije, u kojoj dolazi do pokretanja koagulacije, zapocCinje na subendotelnoj
stanici koja nosi TF, primjerice na fibroblastima. U ovoj ¢e se fazi, ukoliko je prokoagulantni
stimulans dovoljno snazan, generirati dovoljna koli¢ina FXa, FIXa i trombina (Flla) za
uspjes$no pokretanje procesa koagulacije. Tijekom amplifikacijske faze se proces koagulacije
premjesta sa stanica koje nose TF na stani¢nu povrSinu trombocita. Ova se faza odvija na
trombocitu tijekom njegove aktivacije te u ovoj fazi dolazi do akumulacije aktiviranih faktora
zgruSavanja na povr$ini trombocita. U propagacijskoj fazi se aktivne proteaze udruzuju sa
svojim kofaktorima na povrS$ini aktiviranih trombocita, mjestu koje je najbolje prilagodeno za
stvaranje obilne koli¢ine trombina, §to u konac¢nici rezultira polimerizacijom fibrina (Hoffman
i Monroe, 2001).

Koagulacija in vivo zapocinje osSteCenjem krvne zile i izlaganjem TF cirkulirajucoj
krvi gdje stvara kompleks s plazmatskom serinskom proteazom FVIla, ¢ime zapocinje faza

inicijacije u kojoj nastaje tek mala koli¢ina trombina. Za formiranje koagulacijskog
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kompleksa TF-FVIlla nuzna je prisutnost fosfolipidne stani¢éne membrane i kalcijevih iona
(Ca?"), stoga je dovodenje FVIIa i TF u neposrednu blizinu aktivirane povrsine trombocita
klju¢ni korak za u¢inkovitu inicijaciju koagulacije. Smatra se da prokoagulantnu membranu in
vivo ¢ine aktivirani trombociti. Osim $to prilikom aktivacije trombociti mijenjaju oblik, oni na
svojoj povrsini izlazu i anionske fosfolipide, uglavnom fosfatidilserin. Ostale stanice kao Sto
su monociti, stanice glatkih miSi¢a i endotelne stanice, takoder mogu ¢initi prokoagulantnu
povrsinu. Primjerice, u aterosklerotskim plakovima, stanice glatkih miSi¢a i endotelne stanice
eksprimiraju fosfatidilserin nakon izlaganja lipoproteinu niske gusto¢e (LDL), stoga takvi
plakovi djeluju prokoagulantno. Smatra se da je kompleks TF-FVIla jedini fizioloski aktivator
koagulacije in vivo.

Nastali kompleks TF-FVIla aktivira FIX u FIXa i FX u FXa. Faktor Xa moze
aktivirati plazmatski FV, a nastali FXa vrlo brzo bude inhibiran djelovanjem fizioloskih
inhibitora hemostaze, antitrombina (AT) i inhibitora puta tkivnog faktora (engl. tissue factor
pathway inhibitor, TFPI), ukoliko se udalji od mjesta oste¢enja endotela. Medutim, FXa koji
ostane na stani¢noj povrSini moze s kofaktorom FVa stvoriti vrlo malu koli¢inu trombina
(Flla) koji ima vaznu ulogu u naknadnoj aktivaciji trombocita i FVIII tijekom faze
amplifikacije, dok daljnji nastanak trombina ovisi o uspjeSnosti faze propagacije (Hoffman i
Monroe, 2001; McMichael i sur., 2012). Cini se da je uloga FVIIa u plazmi nadzor nad
oStecenjem endotela. Kod neznatnih ostecenja, male koliine nastalog FXa i trombina daju
povratnu informaciju da je doslo do ostec¢enja endotelne barijere, ali se njihova aktivnost
odmah limitira djelovanjem AT i TFPI kako bi se sprijeCilo obilno stvaranje trombina bez
stvarne potrebe za time. Prokoagulantna aktivacija se nastavlja samo ukoliko je TF izlozen
krvi u dovoljno visokoj koncentraciji koja ¢e prevladati inhibitorni u¢inak TFPI i AT
(McMichael i sur., 2012).

Tijekom faze amplifikacije, mala koli¢ina trombina stvorenog u fazi inicijacije moze
imati Siroko rasprostranjene ucinke na daljnji tijek koagulacije jer ¢e tako stvoreni trombin
pojacati pocetni prokoagulantni signal poticanjem adhezije i aktivacije trombocita kao i
aktivacije faktora V, VIII 1 XI te ¢e omoguciti sastavljanje prokoagulantnih kompleksa na
povrsini trombocita. Tijekom faze amplifikacije dolazi do aktivacije trombocita adheriranih
na mjesto oSteenja endotela te posljedicno izlaganja prokoagulantnih membranskih
fosfolipida i1 oslobadanja sadrZaja trombocitnih granula. Vezanje za proteine matriksa, kao 1
lokalizacija trombocita u neposrednoj blizini TF, djelomi¢no aktivira trombocite. Dodatno,
trombin vezanjem za PAR (proteazama aktivirani receptor) na stani¢noj povrsini djeluje kao

mocan aktivator trombocita. Tijekom aktivacije, trombociti na svoju povrsinu oslobadaju FV
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iz a-granula, koji se potom trombinom ili faktorom Xa aktivira u FVa. Dio trombina veze se
za druge receptore, kao Sto je GP 1b/IX ili pak ostaje slobodan te kao takav moze aktivirati
ostale faktore zgruSavanja na povrsSini trombocita. Trombin takoder oslobada FVIII iz
kompleksa s VWF te ga zatim aktivira u FVIlla koji ostaje vezan na stani¢noj povrsini.
Trombociti koji su u ovoj fazi regrutirani na mjesto oSteéenja endotela osiguravaju
prokoagulantnu fosfolipidnu povrSinu za vezanje faktora zgruSavanja potrebnih u fazi
propagacije. Kada su trombociti aktivirani, a aktivirani faktori VV i VIII vezani za njihovu
povrsinu, ostvareni su preduvjeti za sastavljanje prokoagulantnih kompleksa i velike koli¢ine
trombina potrebne za tvorbu ugruska (Hoffman i Monroe, 2001; McMichael i sur., 2012).

Tijekom propagacijske faze se na povrSini trombocita sastavljaju "tenazni" i
"protrombinazni" kompleksi te se generira velika koli¢ina trombina. Nakon aktivacije FIX 1
FX te kofaktora FV 1 FVIII koji se aktiviraju malom koli¢inom trombina nastalog u fazi
inicijacije, FIXa zajedno s FVIlla na membrani trombocita tvori tenazni kompleks. Taj se
kompleks sastoji od FIXa, FVIlla, FX i Ca?", a ima ulogu aktivacije FX i brzog stvaranja
FXa. Dakle, vecina fizioloski proizvedenog FXa nastaje djelovanjem tenaznog kompleksa, a
ne aktivacijom od strane TF-FVIla kompleksa te je tenazni kompleks 50 puta ucinkovitiji u
aktivaciji FX od TF-FVIIa kompleksa. Aktivirani FX na povr§ini trombocita poti¢e nastanak
protrombinaznog kompleksa koji se sastoji od FXa, FVa i Ca?*, a ima ulogu aktivacije
protrombina u trombin. Aktivacija ovog kompleksa rezultira eksplozivnim nastankom
trombina potrebnog za stvaranje fibrinskog ugruska (Hoffman i Monroe, 2001; McMichael i
sur., 2012).

1.1.4. Fizioloski inhibitori sustava zgrusavanja

Osim komponenata koje sudjeluju u aktivaciji sustava zgrusavanja, u cirkulaciji se
nalaze 1 fizioloski inhibitori zgruSavanja kojima je zadaca sprijeCiti spontanu aktivaciju
zgruSavanja i ograniciti aktivnost sustava zgruSavanja na podrucje ozljede. Klju¢ni fizioloski
inhibitori zgruSavanja su AT, protein C (PC), protein S (PS) i TFPI, a svaki inhibira odredeni
segment u sustavu zgruSavanja. Ostali, znatno manje vazni fiziolo$ki inhibitori zgruSavanja su
a2-makroglobulin, heparinski kofaktor Il (engl. heparin cofactor Il, HCII), al-antitripsin i
inhibitor C1 esteraze (Margeti¢ i Carzavec, 2018).

AT je glikoprotein plazme koji neutralizira uglavnom trombin (Flla) i FXa, a u manjoj
mjeri i FIXa, FXIa i FXIIa. Funkcija AT kao inhibitora zgrusavanja znatno se (do 1000 puta)

poveéava u prisutnosti heparina (Margeti¢ i Carzavec, 2018). Trombin moZe biti inhibiran od
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strane plazmatskog AT ili se moZe vezati na trombomodulin (TM), receptor za trombin koji je
u velikoj mijeri izrazen na intaktnim endotelnim stanicama, S$to rezultira gubitkom
prokoagulantne aktivnosti trombina. Uslijed vezanja za TM, trombinu se mijenja funkcija na
nacin da viSe ne potiCe stvaranje fibrina i aktivaciju trombocita, ve¢ postaje puno ucinkovitiji
u aktivaciji PC na endotelnoj povrsini (Hoffman i Monroe, 2001).

PC se lokalizira na endotelnoj povrsini putem endotelnog protein C receptora (EPCR-
1) koji olaksava njegovu aktivaciju putem kompleksa trombin/TM.. PC aktiviran trombinom i
TM na endotelnim stanicama, u svom aktivnom obliku, tj. kao aktivirani PC (APC) formira
kompleks s kofaktorom PS koji veze APC na povrsini endotelnih stanica te nastali kompleks
APC/PS inaktivira sav FVa i FVIlla na povrsini endotelnih stanica. Ovaj mehanizam
prevenira tvorbu prokoagulantnih enzima na mjestu gdje je endotel intaktan (Hoffman i
Monroe, 2001).

Dodatno, endotelne stanice inaktiviraju faktore zgrusavanja putem AT i TFPI te imaju
izrazenu aktivnost povrSinske ADP-aze (CD39) koja inaktivira ADP otpusten iz aktiviranih
trombocita te posljedi¢no inhibira agregaciju trombocita. TFPI se oslobada iz endotelnih
stanica pod utjecajem trombina stvorenog aktivacijom zgru$avanja i djeluje inhibicijski
stvaranjem inaktivnog kvaternog kompleksa s TF/FVIla/FXa (Hoffman i Monroe, 2001).

U normalnim uvjetima, vaskularne endotelne stanice su nositeljice antitrombotske
aktivnosti. Medutim, njihov odgovor na ozljedu ili upalu podrazumijeva promjenu u
ekspresiji receptora ¢ime poprimaju protrombotska svojstva. Citokini koji se otpustaju
prilikom ozljede ili upale poti¢u endotelne stanice na smanjenje ekspresije TM te povecanu
ekspresiju TF 1 povrSinskih adhezijskih molekula na stani¢noj povrsini. Pretpostavlja se da je
to adaptivni mehanizam koji pokre¢e hemostazu na mjestu ozljede, medutim ovaj mehanizam
doprinosi nastanku tromboze u raznim stanjima, ukljucujuéi aterosklerozu, tromboflebitis i

vaskulitis (Hoffman i Monroe, 2001).

1.1.5. Fibrinoliti¢ki sustav

Fibrinoliza je proces neophodan za razgradnju krvnog ugruska i popravak tkiva. U
fiziolo§kim uvjetima, aktivnost fibrinolitickog sustava je suprimirana zbog obilne koli¢ine
inhibitora fibrinolize prisutnih u cirkulaciji. Takoder, fibrinoliza za optimalno funkcioniranje
zahtijeva prisutnost fibrina, stoga je u odsutnosti formiranog ugruska fibrinoliza inhibirana.
Fibrin potice aktivaciju plazminogena, proteina sintetiziranog u jetri koji se djelovanjem

aktivatora plazminogena transformira u plazmin. Dva fizioloska aktivatora plazminogena u
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sisavaca su tkivni aktivator plazminogena (TPA) i urokinazni aktivator plazminogena (UPA).
Smatra se da je TPA vodeéi aktivator plazminogena u vaskularnom sustavu, a UPA u
ekstravaskularnom tkivu. TPA izlucuju endotelne stanice kao odgovor na razli¢ite stimulanse
ukljucujué¢i bradikinin, histamin, acetilkolin, a-adrenergicke agense i faktor aktivacije
trombocita. Enzimska aktivnost TPA je vrlo slaba u odsutnosti fibrina. UPA sintetiziraju
stanice sli¢ne fibroblastima, epitelne stanice, monociti i endotelne stanice te za razliku od
TPA, UPA moze aktivirati plazminogen i u odsutnosti fibrina (Chapin i Hajjar, 2015; Smith,
2011).

Plazmin, klju¢ni enzim fibronolize koji nastaje aktivacijom plazminogena, razgraduje
polimerizirani fibrinski ugrusak pri ¢emu nastaju fragmenti zajednicki nazivani produktima
razgradnje fibrinogena (engl. fibrin degradation products, FDP) i fibrin. Konaéni razgradni
produkti fibrina su fragmenti D-dimera, ¢ija prisutnost u cirkulaciji ukazuje na razgradnju
umrezenog fibrinskog ugruska. Za razliku od D-dimera, ostali FDP razgradni produkti mogu

potjecati od fibrinogena, fibrinskih monomera ili umrezenog fibrina (Chapin i Hajjar, 2015).

1.2.  Probirne pretrage hemostaze

Probirne (engl. screening) pretrage hemostaze ukljucuju nekoliko osnovnih pretraga
koje imaju svrhu orijentacijskog ispitivanja uzroka poremecaja u odredenom dijelu
hemostatskog sustava. Probirni testovi za procjenu primarne hemostaze ukljucuju odredivanje
broja trombocita i/ili ispitivanje funkcije trombocita. Probirnim laboratorijskim pretragama za
procjenu sekundarne hemostaze ispituje se aktivnost faktora zgruSavanja. Probirne pretrage
sekundarne hemostaze ukljuCuju protrombinsko vrijeme (PV), aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme (APTV), trombinsko vrijeme (TV) i kvantitativno odredivanje
fibrinogena. Patoloski rezultat pojedinih probirnih pretraga usmjerava daljnju dijagnosticku
obradu prema ciljanim i slozenijim pretragama kojima se specificno utvrduje uzrok

poremecaja u hemostatskom sustavu (McKenzie i Williams, 2015).

1.2.1. Protrombinsko vrijeme (PV)

PV je probirna pretraga hemostaze koja se koristi u pracenju terapije varfarinom,
oralnim antikoagulacijskim lijekom iz skupine antagonista vitamina K (VKA), te kao prvi

dijagnosticki korak u otkrivanju nasljednog ili steCenog nedostatka odredenih faktora


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hajjar%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25294122
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hajjar%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25294122

zgrusavanja koji su tradicionalno poznati kao komponente vanjskog i zajednickog puta
zgrusavanja, FIl, FV, FVII, FX (McKenzie i Williams, 2015).

Pretraga PV mjeri vrijeme potrebno za stvaranje fibrinskog ugruska u ispitivanom
uzorku plazme siromasne trombocitima (engl. platelet poor plasma, PPP) nakon dodatka
tromboplastina, izvora fosfolipida i TF, i kalcijevog klorida (izvor Ca?*). Dostupni su razli¢iti
komercijalni pripravci tromboplastina koji mogu biti humanog ili zivotinjskog podrijetla kao 1
pripravci dobiveni rekombinantnom DNA tehnologijom. Najéeséi izvori tromboplastina su
mozak kunic¢a i rekombinantni humani tkivni faktor, a medusobno se razlikuju u osjetljivosti
na manjak pojedinih faktora zgrusavanja. Razliita osjetljivost pojedinih tromboplastina
proizlazi iz razliitosti izvora Zivotinjskog i tkivnog tromboplastina kao i metode pripreme
reagensa. Tvorba ugruSka moze se detektirati automatiziranim instrumentom; opti¢kom ili
elektromehanickom metodom (Broni€ i sur., 2019; McKenzie 1 Williams, 2015).

Rezultati PV-a uvelike ovise o tipu koriStenog reagensa i koagulometra te se stoga
mogu znacajno razlikovati izmedu razli¢itih laboratorija. Kod PV-a se koagulometrijskom
metodom mijeri vrijeme u sekundama potrebno za stvaranje fibrinskog ugruska te se pomocu
kalibracijske krivulje dobivene primjenom kalibracijskih plazmi rezultat prevodi i izrazava
mjernim jedinicama kao $to su postotak aktivnosti odnosno udjel ili omjer, a u bolesnika
lijeCenih antagonistima vitamina K kao medunarodni normalizirajuéi omjer (engl.
International Normalized Ratio, INR). Vrijednost INR-a predstavlja omjer (engl. prothrombin
ratio, PR) vrijednosti PV-a u sekundama izmjerenog u uzorku ispitanika i srednjeg normalnog
protrombinskog vremena (engl. mean normal prothrombin time, MNPT), uz eksponent ISI za
odgovaraju¢i tromboplastinski reagens (Broni¢ i sur., 2019; McKenzie i Williams, 2015;
Rogers i sur., 2018).

vrijednost PV—a izmjerena u uzorku PPP pacijenta
MNPT

INR = PR!S! pri¢emuje PR =

MNPT oznacava geometrijsku sredinu vrijednosti PV-a dobivenih od najmanje 20
zdravih dobrovoljaca, a odreduje se za svaki serijski broj tromboplastina koriste¢i istu metodu
i po mogucnosti isti koagulacijski analizator koji se koriste za odredivanje PV-a u uzorku
pacijentove PPP. Za svaki serijski broj PV reagensa, proizvoda¢ utvrduje medunarodni indeks
osjetljivosti (engl. International Sensitivity Index, ISI) ¢ija je vrijednost odraz osjetljivosti
reagensa na faktore zgruSavanja ovisne o vitaminu K u odnosu na odgovaraju¢i medunarodni
referentni standard, tzv. medunarodni referentni pripravak (engl. International Reference

Preparation, IRP). Za odredivanje PV-a, preporucuje se Kkoristiti rekombinantne



vrijednost ISl-ja specificnu za kombinaciju tromboplastina i koagulometra koja se koristi u
laboratoriju (Broni¢ i sur., 2019; McKenzie i Williams, 2015).

Pove¢ana INR vrijednost upucuje na predoziranje oralnim antikoagulacijskim
lijekovima iz skupine VKA, a smanjena INR vrijednost upucuje na subdoziranost lijekom. PV
moze biti produzeno zbog nasljednog ili steCenog manjka faktora zgruSavanja FII
(protrombin), FV, FVII, FX i fibrinogena (FI) ili zbog prisutnosti njihovih inhibitora. Najces¢i
steCeni uzroci nedostatka navedenih faktora zgruSavanja su bolesti jetre (smanjena sintetska
sposobnost  jetre), malapsorpcija (smanjena sinteza proteina), manjak vitamina K
(avitaminoza K) ili terapija antikoagulacijskim lijekovima koji djeluju kao VKA. Produljeno
PV u slucaju diseminirane intravaskularne koagulacije (DIK) odraz je povecane potroSnje i
smanjene sinteze faktora zgruSavanja kao i aktivacije fibrinolitickog sustava. Produljenje
PV-a javlja se i u pacijenata na trombolitickoj terapiji zbog pojacane fibrinolize. Fizioloski
snizena aktivnost PV-a javlja se u novorodencadi, a fizioloSko povecana aktivnost PV-a
prisutna je u trudno¢i (fizioloSko hiperkoagulabilno stanje uzrokovano pojacanom sintezom
faktora zgruSavanja u jetri), primjene oralnih kontraceptiva i u vegetarijanaca zbog prehrane
bogate vitaminom K (zeleno lisnato povrée) (Achneck i sur., 2010; Broni¢ i sur., 2019;
McKenzie i Williams, 2015).

1.2.2. Aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV)

APTV je osnovni probirni test u dijagnostici koagulacijskih poremecaja uzrokovanih
nedostatkom faktora zgrusavanja FVIII, FIX, FXI i FXIlI kao i za otkrivanje njihovih
inhibitora te u svrhu praenja terapije nefrakcioniranim heparinom (engl. unfractioned
heparin, UFH).

APTV se mjeri koagulometrijskom metodom kojom se mijeri vrijeme potrebno za
stvaranje fibrinskog ugruska u PPP nakon dodatka sastavnih dijelova APTV reagensa,
odnosno povrsinskog aktivatora (kaolin, silicijev dioksid, elaginska Kiselina), fosfolipida i
kalcijevog klorida. Naziva se parcijalnim tromboplastinskim vremenom jer reagens sadrzi
fosfolipide razli¢itih izvora, ali ne sadzi TF. Na negativno nabijenoj povrsini povr§inskog
aktivatora odvija se aktivacija kontaktnih faktora FXII i prekalikreina (PK) nuzna za
pokretanje unutrasnjeg puta zgrusavanja. PPP dobivena uzorkovanjem venske krvi uz citratni
antikoagulans i APTV reagens se inkubiraju na 37 °C tijekom odredenog vremenskog perioda

(nekoliko minuta) pri ¢emu dolazi do aktivacije kontaktnih faktora. Zatim se kao zasebni
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reagens u reakcijsku smjesu dodaje kalcijev klorid kao izvor Ca?* koji je neophodan za
odvijanje koagulacijske kaskade te se mjeri vrijeme u sekundama potrebno za stvaranje
fibrinskog ugruska (Broni¢ i sur., 2019; McKenzie i Williams, 2015; Rogers i sur., 2018).

APTV se mjeri i izrazava U sekundama, optiCkom ili mehanickom metodom na
automatiziranim koagulometrima, a rezultat se izrazava u sekundama te kao racunski
parametar, omjer Kkoji predstavlja kvocijent izmjerene vrijednosti APTV-a u sekundama
dobivenog u ispitivanoj PPP i srednje vrijednosti referentnog intervala (Rl) APTV-a za
koriSteni reagens (McKenzie 1 Williams, 2015).

APTV odrazava aktivnost FVIII, FIX, FXI i FXIl te moze biti produzeno zbog
nasljednog ili stecenog nedostatka ovih faktora zgruSavanja ili zbog prisutnosti njihovih
inhibitora. Za razliku od nedostatka FVIII, FIX i FXI, manjak FXII moZe rezultirati izrazito
produljenim APTV-om uz izostanak pojac¢ane sklonosti krvarenju. Pretraga APTV se koristi i
kao osnovna probirna pretraga u dijagnostiCkom protokolu kojim se ispituje prisutnost
antifosfolipinih  protutijela iz skupine lupus antikoagulansa (LA). Prisutnost ovih
nespecifiénih inhibitora koagulacije, takoder rezultira produljenjem APTV-a ukoliko se
koristi prikladana metoda, odnosno na LA osjetljiv APTV reagens. APTV ¢e biti produljeno i
u sluéaju von Willebrandove bolesti, nasljedne bolesti karakterizirane kvantitativnim ili
kvalitativnim manjkom VWEF, proteina nuznog za adheziju trombocita (McKenzie i Williams,
2015; Rogers i sur., 2018).

Rezultat pretrage APTV ovisi 0 kombinaciji upotrebljenog reagensa i koagulacijskog
analizatora. Zbog razli¢itog sastava aktivatora i fosfolipida u sastavu reagensa, APTV
reagensi pokazuju razliCitu osjetljivost na manjak faktora zgruSavanja, terapiju
nefrakcioniranim heparinom i LA.

APTV je osnovna laboratorijska pretraga za pracenje ucinkovitosti terapije
nefrakcioniranim heparinom pri ¢emu je produljenje vremena zgruSavanja proporcionalno
koncentraciji heparina u plazmi. Za razliku od UFH, niskomolekularni heparin (engl. low
molecular weight heparin, LMWH) ne zahtijeva rutinsko laboratorijsko pracenje. lzuzetak su
bolesnici sa zatajenjem bubrega, pretili bolesnici, djeca i trudnice te bilo koji bolesnik kod
kojeg je izostao ocekivani antikoagulacijski ucinak. S obzirom da LMWH ima pretezno
aktivnost usmjerenu na FX (anti-Xa aktivnost), a ne i na ostale faktore zgrusavanja (FVIII,
FIX, FXI, FXII) ¢ija aktivnost utjeCe na rezultat APTV-a, APTV nije prikladna pretraga za
pracenje terapije LMWH-om, ve¢ je za procjenu terapijske ucinkovitosti potrebno koristiti

iskljucivo anti-Xa pretragu kalibriranu s LMWH (Broni¢ i sur., 2019).
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Produljeno APTV, kao $to je slucaj i s PV-om, javlja se kod DIK. Uzrok lazno
produljenog PV-a i APTV-a mogu biti visoki hematokrit, kontaminacija uzorka heparinom te
neispravan omjer krvi i antikoagulansa u epruveti s ispitivanim uzorkom. Skraceno PV i
APTV moze se javiti kao posljedica aktivacije faktora zgrusavanja u predanaliti¢koj fazi ili
uslijed povecane aktivnosti faktora zgrusavanja, kao $to je to slucaj s trudno¢om ili upalom
uslijed koje dolazi do povecanja aktivnosti FVIII kao reaktanta akutne faze. Normalno PV i
produljeno APTV ukazuje na problem s unutarnjim putem zgrusavanja (faktori XI, XII, VIII,
IX), dok produljeno PV i normalno APTV ukazuje na poremecaj aktivnosti jednog ili vise
faktora vanjskog puta zgrusavanja (FIl, FVI, FVII ili FX). Valja napomenuti da se nedostatak
vitamina K i uznapredovala jetrena bolest mogu ocitovati produljenjem i PV-a i APTV-a
(McKenzie i Williams, 2015).

1.2.3.  Trombinsko vrijeme (TV)

TV je probirna pretraga hemostaze kojom se procjenjuje pretvorba fibrinogena u fibrin
te se ova pretraga koristi za procjenu na kvalitativne i kvantitativne poremecaje fibrinogena,
odnosno poremecaja formacije fibrina (hipo i disfibrinogenemije). TV je produzeno i u
stanjima prisutnosti inhibitora trombina (Flla) u cirkulaciji, primjerice heparina i izravnog
inhibitora trombina (dabigatran).

Pretraga TV myjeri se koagulometrijski na automatiziranim koagulometrima (opticki ili
elektromehanicki) pri ¢emu se uzorku PPP-a dodaje trombinski reagens (govedi ili ljudski
trombin) u suvisku te se mjeri vrijeme stvaranja ugruska u sekundama. Dodatkom velike
koli¢ine egzogenog trombina, vrijeme zgruSavanja ovisi primarno o aktivnosti fibrinogena
(McKenzie i Williams, 2015).

Poremecena pretvorba fibrinogena u fibrin moze biti posljedica hipofibrinogenemije
ili disfibrinogenemije (kvantitativnog ili kvalitativhog poremecaja fibrinogena), prisutnosti
inhibitora trombina (heparina ili dabigatrana) i FDP. U rijetkim slu¢ajevima stvorena antitijela
spram govedeg trombina (npr. inducirana lokalnom primjenom trombina ili upotrebom
fibrinskog ljepila) 1 paraproteini takoder mogu ometati stvaranje fibrina 1 rezultirati
produljenjem TV-a. Izuzetno produljeno TV obi¢no ukazuje na prisutnost heparina u uzorku
PPP-a, stoga je TV koristan za potvrdu kontaminacije uzorka heparinom. Zbog svoje
preosjetljivosti ve¢ na vrlo niske koncentracije heparina u plazmi, pretraga TV nije prikladna
niti standardizirana za pracenje terapije nefrakcioniranim heparinom, a LMWH obi¢no ne

produzuje TV. Produzeno TV moze biti i posljedica tromboliticke terapije i
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hiperfibrinolitickih stanja poput DIK-a. Skraceno TV javlja se kao posljedica
hiperfibrinogenemije (McKenzie i Williams, 2015; Rogers i sur., 2018).

1.2.4. Kvantitativno odredivanje fibrinogena

Referentna metoda za odredivanje funkcionalne aktivnosti fibrinogena je modificirana
Claussova metoda koja se temelji na dodatku trombina u suviSku razrijedenoj plazmi
ispitanika pri ¢emu vrijeme potrebno za stvaranje ugruska uvelike ovisi o aktivnosti
fibrinogena u uzorku plazme.

Odredivanje fibrinigena se izvodi koagulometrijskom metodom i mjeri u sekundama, a
rezultat se izrazava kao koncentracija fibrinogena (g/L) pomocu kalibracijskog postupka uz
primjenu komercijalnih kalibracijskih plazmi poznatih koncentracija fibrinogena.

Vrijednosti fibrinogena snizene su kod nasljedne ili steCene hipofibrinogenemije i
afibrinogenemije. SteCeni deficit fibrinogena nastaje kao rezultat intravaskularne razgradnje
fibrinogena primjenom tromboliti¢ke terapije (streptokinaza, urokinaza i TPA) ili djelovanjem
nekih zmijskih otrova. Hipofibrinogenemija se javlja u steCenim poremecajima kao $to je
smanjena sinteza fibrinogena u akutnoj i kroni¢noj bolesti jetre, pri gubitku fibrinogena u
ekstravaskularni prostor (ascites, akutno krvarenje i opekline) ili u sluaju povecane
razgradnje (DIK, sepsa, hiperfibrinoliza, Sok, karcinom). Povecane vrijednosti fibrinogena
javljaju se kao rezultat djelovanja fibrinogena kao proteina akutne faze u akutnim i kroni¢nim
upalnim stanjima, infekcijama, nakon operativhog zahvata, traume i infarkta miokarda.
Povecane vrijednosti fibrinogena javljaju se tijekom trudno¢e i KkoriStenja oralnih
kontraceptiva te u djece do 10. godine zivota (McKenzie i Williams, 2015; Rogers i sur.,
2018).

1.3.  Antikoagulacijska terapija

Osnovna primjena antikoagulacijske terapije je prevencija 1 lijeCenje
tromboembolijskih stanja, ukljué¢ujuci i vensku i arterijsku trombozu (McKenzie i Williams,
2015). Ciljna mjesta djelovanja pojedinih antikoagulacijskih lijekova prikazana su na Slici 1.

U prevenciji i lijeenju tromboze ve¢ se desetlje¢ima koriste heparini. Ovi se lijekovi
primjenjuju isklju¢ivo parenteralno, intravenski ili subkutano, pri tome ostvarujuéi brz i
snazan antikoagulacijski u¢inak. UFH je heterogena smjesa sulfatiranih glikozaminoglikana

koji nemaju direktan inhibicijski uc¢inak na faktore zgrusavanja, ve¢ svoj antikoagulacijski
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uc¢inak postizu posredstvom AT-a, pri ¢emu nastali kompleks heparina i AT-a inhibira Flla
kemijskom ili enzimskom depolimerizacijom UFH-a. Dok UFH Kkatalizira AT-om
posredovanu inhibiciju gore navedenih faktora zgruSavanja (trombin, FXa FXla, FXIla),
LMWH najve¢im dijelom inhibira FXa, takoder posredno prethodnim vezanjem na AT.
Fondaparinuks je heparinu srodan lijek, sintetski pentasaharid koji oponasa djelovanje
LMWH-a te takoder ostvaruje antikoagulacijsko djelovanje temeljem inhibicije FXa putem
AT-a. Heparini i njima srodni lijekovi, smanjenjem stvaranja i/ili inaktivacijom trombina i
ostalih aktiviranih faktora zgruSavanja sprjeCavaju trombinom posredovanu aktivaciju
zgrusavanja i posljedi¢no stvaranje fibrina te sudjeluju u razgradnji ve¢ stvorenog ugruska
(Harter i sur., 2015; Weitz, 2017).

Najstariji i do danas najces¢e koriSteni antikoagulacijski lijekovi su oralni
antikoagulansi iz skupine antagonista vitamina K (engl. vitamin K antagonists, VKA), po
kemijskom sastavu kumarini (varfarin). Djelovanje varfarina se temelji na inhibiciji hepatic¢ke
posttranslacijske modifikacije, y-karboksilacije glutaminske Kkiseline, u strukturi faktora
zgrusavanja ovisnih o vitaminu K (FII, FVII, FIX, FX te fizioloski inhibitori zgruSavanja PC i
PS) $to rezultira smanjenom ili inhibiranom funkcionalnom aktivno$¢u navedenih faktora
zgrusavanja U cirkulaciji. Pocetak antikoagulacijskog uc¢inka varfarina je odgoden (3-5 dana
nakon uvodenja terapije) jer je ovisan o vremenu poluzivota (t ¥2) ve¢ cirkuliraju¢ih, bioloski
aktivnih faktora zgruSavanja ovisnih o vitaminu K. Varfarin se primjenjuje isklju¢ivo oralno,
a lijeCenje ovim lijekom zahtijeva ucestalo laboratorijsko prac¢enje koagulacije zbog uskog
terapijskog raspona, razli¢itog odgovora na lijek kod razli¢itih bolesnika, kao i1 kod istog
bolesnika, zbog utjecaja prehrane (hrana bogata vitaminom K), lijekova i genetskih ¢imbenika
(brzina metaboliziranja lijeka). Stoga se doza varfarina prilagodava na temelju INR
vrijednosti, laboratorijske pretrage koja se koristi za rutinsko pracenje antikoagulantnog

ucinka varfarina (Harter i sur., 2015).
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Antitrombin D SRR Fondaparinuks

FX — FXa | —— Inaktivirani FX
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Ap‘;;l(ls?lba‘:l an Niskomolekularni heparin/Antitrombin
Protrombin —  Trombin e Nefrakcionirani heparin/Antitrombin
....... v l
Dabigatran |
Fibrinogen > Fibrin

Slika 1: Ciljana mjesta djelovanja razli¢itih skupina antikoagulacijskih lijekova

1.3.1. Direktni oralni antikoagulantni lijekovi

Posljednjih godina, lijekove iz skupine VKA sve viSe zamjenjuju lijekovi potpuno
nove generacije, tzv. novi oralni antikoagulantni lijekovi (engl. new/novel oral
anticoagulants, NOAC) ili direktni oralni antikoagulansi (engl. direct oral anticoagulents,
DOAC). Za razliku od VKA, DOAC lijekovi djeluju izravno na inhibiciju odredenog
aktiviranog faktora zgrusavanja u cirkulaciji te se prema mehanizmu djelovanja dijele u dvije
osnovne skupine: izravni inhibitori trombina (engl. direct thrombin inhibitors, DTI) i izravni
inhibitori aktiviranog faktora X (FXa).

Pojam NOAC je prvi puta upotrebljen za lijek dabigatran (Pradaxa®) koji djeluje kao
DTI. U skupinu NOAC lijekova su kasnije uvrsteni i lijekovi iz skupine izravnih inhibitora
FXa: rivaroksaban (Xarelto®), apiksaban (Eliquis®) i edoksaban (Lixiana®) (How i sur.,
2015). Iako je akronim NOAC u pocetku oznacavao nove oralne antikoagulanse i “ne-vitamin
K antikoagulanse”, za iste je lijekove od 2015. godine, od strane ISTH (International Society
on Thrombosis and Haemostasis) u smjernicama za nomenklaturu oralnih antikoagulansa,
predloZen sluzbeni naziv direktni oralni antikoagulansi ili DOAC (Barnes i sur., 2015, Kearon
I sur., 2016). Pojam “direktni oralni antikoagulansi” preciznije odrazava novi mehanizam
djelovanja ovih lijekova, izravnim vezanjem na specifi¢ne faktore zgrusavanja (Harter i sur.,
2015).
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Odobrene klini¢ke indikacije za primjenu DOAC lijekova u Republici Hrvatskoj su:
prevencija venske tromboembolije (VTE) u odraslin bolesnika koji se podvrgavaju
elektivnom kirurSkom zahvatu ugradnje umjetnog kuka ili koljena, prevencija mozdanog
udara i sistemske embolije u bolesnika s nevalvularnom fibrilacijom atrija, lije¢enje duboke
venske tromboze (DVT) i pluéne embolije (PE) i prevencija ponavljaju¢ih DVT-a i PE-a u
odraslih bolesnika, prevencija aterotrombotskih dogadaja u odraslih bolesnika koji imaju
bolest koronarnih arterija ili simptomatsku bolest perifernih arterija s visokim rizikom od
ishemijskih dogadaja i prevencija aterotrombotskih dogadaja u odraslih bolesnika nakon

akutnog koronarnog sindroma s povisenim sréanim biomarkerima (www.halmed.hr).

DOAC lijekovi ostvaruju antikoagulacijski u¢inak ciljanom inhibicijom slobodnih i
vezanih aktiviranih serinskih proteaza, Flla ili FXa, ovisno o skupini kojoj lijek pripada. Kao
i VKA, DOAC lijekovi se primjenjuju iskljuéivo peroralno. Za razliku od VKA koje
karakterizira spori pocetak i prestanak djelovanja, uska terapijska §irina, brojne hrana — lijek i
lijek — lijek interakcije te nepredvidiv farmakodinamicki odgovor koji zahtijevaju rutinsko
pracenje koagulacije i Ceste prilagodbe doze, DOAC lijekovi imaju razmjerno kratko vrijeme
poluzivota (8—15 sati), pa je njihov pocetak i prestanak djelovanja relativno brz, $to olakSava
primjenu lijeka. U odnosu na VKA, DOAC lijekovi imaju bolju bioraspolozivost, znacajno
manje interakcija s hranom i drugim lijekovima te predvidljivu farmakokinetiku i
farmakodinamiku zbog ¢ega se propisuju u fiksnim dozama bez potrebe za rutinskim
pracenjem koagulacije (Mueck i sur., 2014; Bounameaux i Reber, 2010). Osnovna
farmakoloska svojstva pojedinih DOAC lijekova navedena su u Tablici 1.

Nakon oralne primjene, prolijek dabigatran eteksilat se in vivo brzo hidrolizira
esterazama u crijevima, jetri i plazmi u svoj aktivni metabolit, dabigatran, koji ostvaruje
antikoagulantni ucinak djeluju¢i kao kompetitivni direktni inhibitor trombina. Osim
slobodnog trombina, dabigatran inhibira i trombin vezan na fibrin te agregaciju trombocita
induciranu trombinom. Bioraspolozivost dabigatrana iznosi 3-7 %, a terapijski ucinak se
ispoljava ubrzo nakon primjene lijeka, pri ¢emu se vrSna plazmatska koncentracija i
maksimalni antikoagulacijski u¢inak postize u roku od 1-3 sata nakon uzimanja lijeka. Hrana
odgada postizanje vrSne koncentracije lijeka za otprilike 2 sata, ali nema utjecaja na
bioraspolozivost lijeka i terapijski u¢inak. Vrijeme poluzivota (t %2) u zdravih ispitanika iznosi
12 - 17 sati. Dabigatran i dabigatran eteksilat se ne metaboliziraju putem sustava citokroma
P450 te ga ne induciraju ili inhibiraju, stoga ne ostvaruju klinicki znafajne interakcije s
drugim lijekovima. Dabigatran ima niski afinitet vezanja za proteine plazme (35%), stoga

istiskivanje dabigatrana s proteina plazme nece znacajno utjecati na njegovu farmakokinetiku
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i farmakodinamiku. Lijek se najve¢im dijelom (80%) izluGuje putem bubrega u
nepromijenjenom obliku, stoga je za bubrezne bolesnike s klirensom kreatinina manjim od 30
mL/min potrebna prilagodba doze (van Ryn i sur., 2010; Vuga i sur., 2018).

Mehanizam djelovanja rivaroksabana temelji se na direktnoj inhibiciji slobodnog FXa
kao 1 FXa vezanog u protrombinaznom kompleksu ¢ime je inhibirana tvorba trombina.
Rivaroksaban djeluje kao kompetitivni inhibitor FXa, a djelovanje mu je selektivno jer ima
10.000 puta veéi afinitet za FXa u odnosu na druge serinske proteaze. Za razliku od
indirektnih inhibitora FXa, fondaparinuksa i LMWH, rivaroksaban ne zahtijeva kofaktor AT
za postizanje farmakoloskog u€inka. Apsorbira se vrlo brzo nakon oralne primjene te postize
vr$nu plazmatsku koncentraciju nakon 2-4 sata. Lijek u dozi od 10 mg ima gotovo potpunu
oralnu bioraspolozivost (80 - 100 %), dok u dozi od 20 mg ima bioraspolozivost od 66%.
Primjena rivaroksabana u dozi od 15 mg i 20 mg uz hranu poveéava bioraspolozivost lijeka.
Vrijeme poluZzivota (t %2) u mladih ispitanika je 5-9 sati nakon primjene, a u starijih 11-13 sati
nakon primjene lijeka. Ima visok stupanj vezanja za proteine plazme (92-95 %), a veze se
pretezno za albumin te je vezanje reverzibilno. Rivaroksaban se ne akumulira uslijed
viSestruke primjene te ne iskazuje klinicki znacajne interakcije s uobiCajeno propisivanim
lijekovima jer ne inhibira enzime sustava citokrom P450 niti transportne sustave za lijekove te
ima viSestruke puteve eliminacije. Otprilike tre¢ina primjenjene doze (36 %) se izluCuje u
nepromijenjenom obliku renalnim putem, a dvije tre¢ine doze podlijezu oksidativnoj
biotransformaciji putem enzima sustava citokrom P450 (CYP 3A4, CYP2J2) te
biotransformaciji CYP-neovisnim mehanizmima. Metaboliti rivaroksabana se izlucuju
renalnim i hepatobilijarnim putem (Kreutz R, 2014; Mueck i sur., 2014).

Apiksaban, kao i rivaroksaban, djeluje mehanizmom direktne inhibicije slobodnog
FXa 1 FXa vezanog u ugruSku. Nakon peroralne primjene postize vrSnu plazmatsku
koncentraciju nakon 3-4 sata uz vrijeme poluzivota (t %) od otprilike 12 sati. Bioraspolozivost
apiksabana iznosi otprilike 50 % zbog nepotpune apsorpcije i metabolizma u intestinalnom
sustavu 1 jetri, pri ¢emu hrana ne utjeCe na bioraspoloZivost lijeka. Stupanj vezanja
apiksabana za proteine plazme je 87%, pri cemu se dominantno veZe za albumin.
Farmakokinetika apiksabana je predvidljiva te ga karakterizira mali broj interakcija s drugim
lijekovima. Otprilike 27 % apiksabana se eliminira renalnim putem, a ostatak se eliminira
bilijarnom ekskrecijom ili direktnom intestinalnom ekskrecijom. Otprilike 25% primjenjene
doze apiksabana se prevodi u metabolite te primarno podlijeze metabolizmu putem CYP3A4

te u manjoj mjeri CYP1A2, 2C8, 2C9, 2C19 i 2J2 (Byon i sur., 2019, Douxfils i sur., 2013).
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Tablica 1: Farmakoloska svojstva direktnih oralnih antikoagulacijskih lijekova (Preuzeto i

prilagodeno prema Vuga i sur., 2018)

Lijek Dabigatran Rivaroksaban Apiksaban
Prolijek Da Ne Ne
) ) ) Direktna inhibicija Direktna inhibicija Direktna inhibicija
Mehanizam djelovanja Flla (trombina) FXa FXa
o Fiksna doza: Fiksna doza: Fiksna doza:
Doziranje
1 - 2 puta dnevno 1 — 2 puta dnevno 2 puta dnevno
‘ ' Doza od 10 mg: 80 — 100 %
Bioraspolozivost (%) 3-7% 50 %
Doza od 15/20 mg: 66 %*
Vrijeme poluZivota 12 — 17 5-9 12
(sati)
Vrijeme vrsne
koncentracije (sati) G S S
Eliminacija lijeka:
Vezanje na proteine 35% 92 - 95 % 87 %
plazme (%)
Uzimanie s hranom Ne utjece na Poboljsana bioraspolozivost Ne utjeCe na
J bioraspoloZzivost za dozu od 15 mg i 20 mg bioraspoloZivost

1.3.1.1. Utjecaj direktnih oralnih antikoagulansa na probirne pretrage hemostaze

Za razliku od starijih antikoagulacijskih lijekova, u prvom redu VKA, DOAC lijekovi
se propisuju u fiksnim dozama, imaju brzi pocetak djelovanja, predvidljivu farmakokinetiku i
farmakodinamiku, zbog ¢ega je vrlo brzo nakon njihova uvodenja u klini¢ku praksu zavladalo
op¢e prihvaceno miSljenje da se radi o ,pametnim“ lijekovima koji ne =zahtijevaju
laboratorijsko prac¢enje. Medutim, istodobno s prvim klini¢kim iskustvima u lijeenju
bolesnika DOAC lijekovima, postalo je jasno da je u odredenim klini¢kim stanjima, najcesce
u sklopu hitne obrade bolesnika, potrebno procjeniti antikoagulacijski u¢inak DOAC lijekova,

odnosno utvrditi prisutnost ili odsutnost lijeka u cirkulaciji (Tablica 2).
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Tablica 2: Klinicka stanja u kojima je potrebno procijeniti antikoagulacijski u¢inak DOAC

lijekova

Klinic¢ka stanja u kojima je potrebno odrediti koncentraciju DOAC lijekova:
e prije hitnih operativnih zahvata ili invazivnih postupaka

e pripojavi nezeljenih u¢inaka tijekom lijec¢enja (krvarenje ili tromboza)

e odluka o primjeni tromboliti¢ke terapije u bolesnika s moZzdanim udarom
e sumnja na predoziranje lijekom

e indikacije za primjenu antidota

bolesnici s oSte¢enjem bubrega (kroni¢no zatajenje bubrega)

Buduc¢i da djeluju izravno na odredeni segment hemostatskog sustava, DOAC lijekovi
znacajno utjecu na rezultate pojedinih probirnih pretraga hemostaze ukljucuju¢i PV, APTV,
TV i fibrinogen, ovisno o tome kojoj skupini lijekova pripadaju (izravni inihibitori Flla ili
FXa). Stoga je, usporedno s uvodenjem DOAC lijekova u klini¢ku praksu, ispitivan i utjecaj
ovih lijekova na pretrage hemostaze. Osjetljivost razli¢itih komercijalnih reagensa za
odredenu probirnu pretragu moze se znacajno razlikovati. Pojedini DOAC lijekovi produljuju
PV 1 APTV na nacin ovisan o koncentraciji i reagensu, a osjetljivost razliCitih reagensa je
izrazito varijabilna, kako na pojedinacni lijek, tako i na razli¢ite lijekove iz skupine DOAC-
lijekova (Gemen i sur., 2014; Turkoglu i sur., 2015; Van Blerk i sur., 2015; van Ryn i sur.,
2010). Razlog razlicite osjetljivosti reagensa za odredvanje PV-a i APTV-a proizlazi iz
razli¢itog sastava reagensa. Primjerice, ispitivanja su pokazala da ¢e se osjetljivost PV-a na
rivaroksaban povecati smanjenjem koncentracije tkivnog faktora ili povecanjem koncentracije
fosfolipida u reagensu, s time da povecanje udjela fosfatidilserina opcenito smanjuje
osjetljivost na rivaroksaban, a fosfatidiletanolamin povecava osjetljivost na rivaroksaban. S
druge strane, reagensi za APTV se razlikuju po tipu kontaktnog aktivatora (npr. elaginska
kiselina, kaolin ili silika gel) te prema izvoru fosfolipida (npr. cefalin u mozgu kunica,
fosfolipidi soje ili sintetske fosfolipidne smjese), ukupnoj koncentraciji fosfolipida i
relativnom udjelu pojedine fosfolipidne komponente (fosfatidilserin, fosfatidilinozitol,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin) (VVan Blerk i sur., 2015).
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Rezultati dosadasnjih ispitivanja upucuju da probirne pretrage hemostaze, S obzirom
da nisu standardizirane za procjenu antikoagulacijskog u¢inka DOAC lijekova, nisu prikladne
za procjenu antikoagulantnog ucinka DOAC lijekova (Van Blerk i sur., 2015). S druge strane,
iako su probirne pretrage hemostaze (PV, APTV, fibrinogen i TV) neadekvatne za procjenu
antikoagulantnog ucinka u bolesnika lijeCenih DOAC lijekovima, od izuzetne je vaZnosti
poznavati utjecaj ovih lijekova na rezultate tih probirnih pretraga, u prvom redu zbog pravilne
interpretacije rezultata (Gemen i sur., 2014; Turkoglu, 2015). Nadalje, vazno je imati na umu
da je zbog kratkog vremena poluzivota DOAC lijekova u cirkulaciji, utjecaj na rezultate
probirnih pretraga razli¢it, odnosno ovisan o vremenu uzorkovanja u odnosu na vrijeme

primjene posljednje doze lijeka.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

lako je u klini¢koj primjeni svih DOAC lijekova uvedenih u klini¢ku praksu opce
prihvaceno da ovi lijekovi ne zahtijevaju rutinsko laboratorijsko pracenje pretragama
hemostaze, navedeni lijekovi ipak imaju znaCajan utjecaj na rezultate probirnih i
specijalistickih koagulacijskih pretraga. Procjena ucinka DOAC lijekova na rezultate
koagulacijskih testova predstavlja izazov za ve¢inu klinickih laboratorija.

Cilj provedenog istrazivanja bio je ispitati utjecaj pojedinih DOAC lijekova,
dabigatrana, rivaroksabana i apiksabana na rezultate probirnih pretraga hemostaze PV, APTV,
TV i fibrinogen.

Specifi¢ni ciljevi rada su:

1. Odredivanje vrS$nih i minimalnih koncentracija DOAC lijekova: dabigatrana,

rivaroksabana i apiksabana u plazmi bolesnika lije¢enih DOAC lijekovima

2. Ispitivanje utjecaja vr$nih i minimalnih koncentracija sva tri DOAC lijeka na

rezultate probirnih pretraga hemostaze (PV, APTV, fibrinogen i TV)
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. lIspitanici

U ispitivanje je bilo uklju¢eno 127 uzoraka bolesnika lije¢enih dabigatranom, 147
uzoraka bolesnika lije¢enih rivaroksabanom i 81 uzorak bolesnika lijeCenih apiksabanom.
Svakom bolesniku zabiljezeni su odgovaraju¢i anamnesticki podaci: dob, dijagnoza i
koristena doza lijeka. Uzorci ispitanika analizirani su u Odjelu za laboratorijsku hematologiju
i koagulaciju Klinickog zavoda za kemiju, Klinickog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice.
Cjelokupna laboratorijska dijagnostika, uklju¢uju¢i odredivanje koncentracije DOAC lijekova
i probirne pretrage hemostaze; protrombinsko vrijeme (PV), aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme (APTV), trombinsko vrijeme (TV) i kvantitativno odredivanje
fibrinogena, ucinjeno je u sklopu istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za znanost IP-2016-
06-8208 pod nazivom ,Novi oralni antikoagulansi: ispitivanje povezanosti koncentracije
lijeka 1 antikoagulantnog ucinka“.

Istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom. Svi bolesnici ukljuceni
u istrazivanje potpisali su informirani pristanak odobren od strane Etickog povjerenstva

Klini¢kog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice.

3.2.  Uzorci

U svrhu odredivanja koncentracije DOAC lijekova 1 probirnih pretraga PV, APTV,
TV i fibrinogena, bolesnicima su uzorkovane dvije epruvete venske krvi (Vacutainer, Becton
Dickinson). KoriStene su epruvete s plavim cepom koje se koriste za sve koagulacijske
pretrage, a sadrze antikoagulans 3,2 %-tni (109 mM) natrijev-citrat. Analiticki uzorak za sve
navedene pretrage je plazma siromasna trombocitima (PPP, engl. platelet poor plasma),
dobivena centrifugiranjem uzorka pune venske krvi pri 2000g u trajanju od 10 min. Nakon
centrifugiranja, u svim uzorcima je odredena koncentracija odgovaraju¢eg DOAC lijeka i
probirne pretrage PV, APTV, TV i fibrinogen.

Uzorkovanje krvi u svrhu odredivanja koncentracije sva tri DOAC lijeka te probirnih
pretraga hemostaze PV, APTV, TV i fibrinogena ucinjeno je kod svih bolesnika neposredno
prije slijedece doze lijeka (minimalna koncentracija lijeka, MIK) te dva sata nakon primjene

lijeka (vr$na koncentracija lijeka ili VRK).
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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)

Dade Innovin® komercijalni reagens, PV probirni test
(Siemens Healthineers, Njemacka)

PT-Multi Calibrator 1 — 6
(Siemens Healthineers, Njemacka)

Dade Actin® FS
(Siemens Healthineers, Njemacka)

Otopina kalcijeva klorida (CaCl) 0,025 mol/L
(Siemens Healthineers, Njemacka)

BC Thrombin
(Siemens Healthineers, Njemacka)

Multifibren U
(Siemens Healthineers, Njemacka)

Fibrinogen Calibrator kit 1-6
(Siemens Healthineers, Njemacka).

Komercijalna kontrolna plazma N za pretrage PV, APTV, TV i fibrinogen
(Siemens Healthineers, Njemacka)
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Komercijalna kontrolna plazma P za pretrage PV, APTV, TV i fibrinogen
(Siemens Healthineers, Njemacka)

BCS reakcijske kivete, Behring Coagulation System
(Siemens Healthineers, Njemacka)

3.4. Metode

3.4.1. Odredivanje koncentracije direktnih oralnih antikoagulacijskih lijekova

Koncentracije sva tri DOAC lijeka (dabigatran, rivaroksaban i apiksaban) odredene su
na automatiziranom analitickom sustavu Behring Coagulation System XP (BCS XP, Siemens
Healthineers, Njemacka). Analizator BCS XP je opti¢ki automatizirani koagulometar Kkoji
odreduje pretrage hemostaze koagulometrijskim, kromogenim i imunokemijskim metodama.
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).

3.4.1.1. Odredivanje koncentracije dabigatrana

Koncentracija DTl dabigatrana odredena je upotrebom Innovance®DTI
komercijalnog testa (Siemens Healthineers, Njemacka) koji omogucuje kvantitativno
odredivanje dabigatrana kromogenom metodom u humanoj citratnoj plazmi uz mjerni raspon
koncentracije lijeka do 500 ng/mL. Nacelo metode temelji se na dodatku trombinskog
reagensa u suvisSku uzorku PPP. Ukoliko je u ispitivanoj plazmi prisutan lijek dabigatran, dio
trombinskog reagensa se inaktivira, a viSak neinhibiranog trombina (ostatni ili rezidualni
trombin) se potom odreduje uz dodatak specificnog kromogenog supstrata, te Se nastala
promjena obojenja mjeri spektrofotometrijski na 405 nm. Porast apsorbancije razmjeran je

Komercijalni Innovance®DTI test je visekomponentni te se sastoji od sljedeéih
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 supstrat je u tekuéem obliku i spreman za uporabu.
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Reagens i supstrat se mogu koristiti neposredno nakon pripreme, a stabilni su tijekom 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 (Innovance heparin, Siemens
Healthineers, Njemacka) uz kalibracijske plazme specifi¢éne za pojedini lijek (rivaroksaban
kalibratori i apiksaban kalibratori, Hyphen BioMed, Francuska). Nacelo 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 aktivnosti FXa, a preostala koli¢ina neinhibiranog FXa odreduje
se dodatkom specifiénog kromogenog supstrata pri ¢emu nastaje produkt p-nitroanalin
(p-NA), koji se odreduje spektrofotometrijski na 405 nm. Koli¢ina nastalog p-NA obrnuto je

Innovance® heparin anti-FXa je dvokomponentni reagens koji se sastoji od reagensa
FXa i kromogenog supstrata koji sadrzi p-NA. Obje sastavnice reagensa su u teku¢em obliku 1
spremne za uporabu nakon otvaranja originalnog pakiranja reagensa, a stabilne su 8 tjedana

na temperaturi hladnjaka (2-8°C).

3.4.2. Odredivanje probirnih pretraga hemostaze

3.4.2.1. Odredivanje protrombinskog vremena (PV)

Pretraga PV je odredena primjenom Dade Innovin® komercijalnog reagensa (Siemens
Healthineers, Njemacka) koji sadrzi tromboplastin, pro¢is¢eni rekombinantni humani TF u
smjesi sa sintetskim fosfolipidima i kalcijevim ionima. Za kalibraciju pretrage koristen je PT-
Multi Calibrator® (Siemens Healthineers, Njemacka). Kalibracija pretrage je provedena
prilikom uvodenja novog serijskog broja (lot) Dade Innovin® reagensa. Nacelo mjerenja
temelji se na koagulometrijskoj metodi pri ¢emu se nakon inkubacije PPP s optimalnom
kolicinom tkivnog tromboplastina i kalcijevih iona pokre¢e vanjski put zgruSavanja, te se
turbidimetrijski pri 405 nm mjeri vrijeme potrebno za stvaranje fibrinskog ugruska. Vrijeme
zgrusavanja se mjeri u sekundama, te se temeljem kalibracijske krivulje dobivene primjenom

kalibracijskih plazmi poznatih vrijednosti PV-a i INR-a prevodi u mjerne jedinice u kojima se
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izrazava rezultat, a to su postotak aktivnosti (% aktivnosti) i INR (za bolesnike na
antikoagulacijskoj terapiji VKA). Brzina stvaranja ugruska je izravno razmjerna aktivnosti
PV-a u uzorku plazme.

Dade® Innovin reagens je jednokomponentan, a priprema se otapanjem liofiliziranog
oblika reagensa u 10 mL destilirane vode. Pripremljeni reagens se ostavlja 15 minuta na
sobnoj temperaturi prije upotrebe. Nakon otapanja, reagens se stavlja u analizator na nosa¢ za
reagense koji se hladi pri temperaturi od 15°C. Pripremljeni reagens je stabilan 24 sata na
37 °C, 5 dana na 15-25 °C i 10 dana na 2-8 °C.

Za kontrolu dobivenih vrijednosti PV-a koristene su komercijalna kontrolna plazma N
s vrijednostima koagulacijskih parametara unutar Rl (Siemens Healthineers, Njemacka) i
komercijalna kontrolna plazma P s patoloskim vrijednostima koagulacijskih parametara

(Siemens Healthineers, Njemacka).

3.4.2.2. Odredivanje aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena (APTV)

Pretraga APTV je odredena koriStenjem Dade Actin® FS komercijalnog reagensa
(Siemens Healthineers, Njemacka) koji sadrzi smjesu procis¢enih fosfolipida iz soje i
kontaktnog aktivatora (elaginska kiselina), a kao zaseban reagens koristi se otopina kalcijeva
klorida u koncentraciji od 0,025 mol/L.

Nacelo metode temelji se na koagulometrijskoj metodi mjerenja pri ¢emu se
inkubacijom plazme s optimalnom koli¢inom fosfolipida i povrS$inskog aktivatora (elaginska
kiselina) sadrzanim u Dade Actin® FS reagensu te uz naknadni dodatak kalcijevih iona
(CaCly) pokrece aktivacija faktora unutarnjeg puta zgrusavanja Sto rezultira pretvorbom
fibrinogena u fibrin. Vrijeme (u sekundama) potrebno za stvaranje fibrinskog ugruska mjeri
se turbidimetrijski pri 405 nm. Rezultat se izrazava u sekundama te kao APTV omjer,
racunski parametar dobiven kao kvocijent APTV-a izmjerenog u sekundama u plazmi
ispitanika i srednje vrijednosti Rl APTV-a za koriSteni reagens.

Reagens za odredivanje APTV-a je dvokomponentan pri ¢emu su koristeni Dade
Actin® FS (10 mL) i otopina kalcijeva klorida 0,025 mol/L. Dade Actin® FS reagens se prije
upotrebe izvadi iz hladnjaka, te ostavi 15 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je
spreman za uporabu. Reagens se stavlja u analizator na nosa¢ za reagense koji se hladi te je
nakon otvaranja stabilan 7 dana na temperaturi od 2-15 °C. Otopina kalcijeva klorida (0,025

mol/L) se prije upotrebe ostavlja na sobnoj temperaturi 15 minuta. Reagens se stavlja u
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analizator na nosa¢ za reagense koji se hladi te je nakon otvaranja stabilan 8 tjedana na
temperaturi od 2-25 °C.

Za kontrolu dobivenih vrijednosti APTV-a koristene su komercijalna kontrolna
plazma N s vrijednostima koagulacijskinh parametara unutar Rl (Siemens Healthineers,
Njemacka) i komercijalna kontrolna plazma P s patoloSskim vrijednostima koagulacijskih

parametara (Siemens Healthineers, Njemacka).

3.4.2.3. Odredivanje trombinskog vremena (TV)

Odredivanje TV-a ulinjeno je primjenom komercijalnog reagensa BC Thrombin
(Siemens Healthineers, Njemacka) koji sadrzi govedi trombin. Nacelo mjerenja temelji se na
koagulometrijskoj metodi pri ¢emu trombin iz reagensa prevodi fibrinogen u fibrin te se
turbidimetrijski pri 405 nm myjeri vrijeme potrebno za stvaranje fibrinskog ugruska u plazmi.
Rezultat mjerenja izrazava se izravno u sekundama.

Reagens za odredivanje TV-a se u originalnom pakiranju sastoji od liofiliziranog
oblika reagensa i puferske otopine za reagens. Reagens se priprema otapanjem liofilizata u
5 mL puferske otopine. Nakon otapanja, reagens se stavlja u analizator na nosa¢ za reagense
koji se hladi. Pripremljeni reagens je stabilan 8 sati na 37 °C, 48 sati na 15 °C i 7 dana na
2-8 °C.

Za kontrolu dobivenih vrijednosti TV-a koristena je komercijalna kontrolna plazma N

s vrijednostima koagulacijskih parametara unutar Rl (Siemens Healthineers, Njemacka).

3.4.2.4. Kvantitativno odredivanje fibrinogena

Za odredivanje fibrinogena koriSten je komercijalni reagens Multifibren (Siemens
Healthineers, Njemacka) koji sadrzi govedi trombin i kalcijev klorid. Nacelo mjerenja temelji
se na koagulometrijskoj metodi (po Claussu), pri ¢emu se uzorku plazme ispitanika dodaje
trombinski reagens u suvisku §to dovodi do pretvorbe fibrinogena u fibrin i tvorbe fibrinskog
ugruska. Mjeri se vrijeme zgruSavanja u sekundama pri ¢emu vrijeme potrebno za stvaranje
ugruska ovisi 0 aktivnosti fibrinogena u uzorku, te je brzina stvaranja ugruska razmjerna
aktivnosti fibrinogena u plazmi. Analizator automatski preraCunava izmjereno vrijeme u
koncentraciju (g/L) na temelju kalibracijske krivulje dobivene primjenom komercijalnih
kalibracijskih plazmi poznatih vrijednosti fibrinogena. U svrhu kalibracije je koristen

Fibrinogen Calibrator kit 1-6 (Siemens Healthineers, Njemacka).
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Reagens Multifibren za kvantitativno odredivanje fibrinogena je jednokomponentan, a
priprema se otapanjem liofilizata u 5 mL destilirane vode. Nakon otapanja, reagens se ostavlja
na sobnoj temperaturi 15-30 minuta prije stavljanja u analizator na nosa¢ za reagense koji se
hladi. Pripremljeni reagens je stabilan 8 sati na 37 °C, 24 sata na 15-25 °C i 5 dana na 2-8 °C
i dva mjeseca zamrznut na < 20 °C.

Za kontrolu dobivenih vrijednosti fibrinogena koristene su komercijalna kontrolna
plazma N s vrijednostima koagulacijskih parametara unutar Rl (Siemens Healthineers,
Njemacka) 1 komercijalna kontrolna plazma P s patoloSkim vrijednostima koagulacijskih

parametara (Siemens Healthineers, Njemacka).

3.5.  Statisticka obrada podataka

Pohrana podataka kao 1 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 znac¢ajke varijabli: srednju vrijednost, standardnu devijaciju (SD), medijan uz 95% -
tni interval pouzdanosti (95% CI) i interkvartilni raspon izmedu prvog i treceg kvartila (IQR,
Q1-Q3).

Statisti¢ka znacéajnost razlike izmedu skupina brojéanih podataka testirana je student-
ovim t-testom za podatke s normalnom raspodjelom, odnosno neparametrijskim Mann-
Whitneyevim testom izmedu dvije skupine podatakacija je raspodjela bila asimetriCna.
Vrijednost p< 0,050 smatrana je statisticki znacajnom.

Podatci koji opisuju izmjerene vrijednosti grafi¢ki su prikazane grafikonom okvira s
ru¢icama (engl. Box and Whisker), kako je prikazano na Slici 2. Ucrtani pravokutnik na
grafikonu oznaCava izmjerene vrijednosti izmedu 25. 1 75. percentila (interkvartilni raspon
Q1-Q3), crta unutar pravokutnika oznafava medijan, a pripadaju¢e rucice minimalnu i
maksimalnu izmjerenu vrijednost za odredenu skupinu brojcanih podataka. Tocka izvan

pravokutnika s ru¢icama oznacava vrijednost koja odstupa ili tzv. odstupnik (engl. outlier).
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Slika 2. Prikaz grafikona okvira s ru¢icama (engl. Box and Whisker)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom diplomskom radu je sudjelovalo 56 bolesnika lije¢enih rivaroksabanom, 42
bolesnika lije¢ena dabigatranom i 24 bolesnika lije¢ena apiksabanom Klinike za neurologiju,
Klinike za bolesti srca i krvnih zila i Klinike za traumatologiju Klini¢kog bolnickog centra
Sestre milosrdnice. Od ukupno 24 ispitanika lijeCena apiksabanom, 13 bolesnika je lije¢eno
na Klinici za neurologiju 1 11 bolesnika na Klinici za bolesti srca i krvnih zila. Od 56
ispitanika lijeCenih rivaroksabanom, 35 bolesnika lije¢eno je na Klinici za traumatologiju, 16
bolesnika na Klinici za bolesti srca i krvnih zila i 5 bolesnika na Klinici za neurologiju. Od
ukupno 42 ispitanika lijeCena dabigatranom, 17 bolesnika je lijeCeno na Klinici za
traumatologiju, 11 na Klinici za bolesti srca i krvnih Zila i 14 bolesnika na Klinici za
neurologiju. Za sve bolesnike uklju¢ene u istraZivanje, uzorci su prikupljani viSekratno
(navedeno u odjeljku Materijali i metode podnaslov Uzorci) te su analizirana ukupno 294
uzorka bolesnika lije¢enih rivaroksabanom, 248 uzorka bolesnika lije€enih dabigatranom 1
162 uzorka bolesnika lijecenih apiksabanom (Tablica 3). Svi bolesnici lije¢eni su standardnim
dozama DOAC lijekova (dabigatran 2x150 ili 2x110 mg/dan; rivaroksaban 1x20 ili 1x15
mg/dan i apiksaban 2x5 mg/dan).

Svakom bolesniku zabiljeZeni su klini¢ki podatci, ukljucuju¢i Zivotnu dob, osobnu
anamnezu i terapiju. Ukupan broj bolesnika i analiziranih uzoraka te spol i zivotna dob
ispitanika lijeCenih  DOAC lijekovima dabigatranom, apiksabanom i rivaroksabanom
uklju¢enih u provedeno istrazivanje navedeni su u Tablici 3.

U svim ispitivanim uzorcima odredena je koncentracija DOAC lijeka, te probirne
pretrage hemostaze PV % aktivnosti, INR, APTV (s), APTV-omjer, TV i fibrinogen. Za sve
ispitanike uzorci venske krvi za navedene pretrage uzeti su 2 sata nakon primjene lijeka Sto
odgovara vremenu vrsne koncentracije lijeka (VRK) te neposredno prije sljedece doze lijeka,
odnosno u vrijeme minimalne koncentracije lijeka (MIK). Tako je od ukupno 248 uzoraka
bolesnika lije¢enih dabigatranom, 124 uzorka odgovaralo VRK-u, a preostala 124 uzorka
MIK-u dabigatrana. Od ukupnog broja obradenih uzoraka bolesnika lije€enih apiksabanom,
po 81 uzorak odnosio se na VRK i MIK za lijek apiksaban. Nadalje, obradeno je 294 uzoraka
pacijenata lijeCenih rivaroksabanom, od ¢ega je 147 uzorak sadrzao VRK lijeka, a 147 uzorak

se odnosio na MIK rivaroksabana.
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Tablica 3: Ukupan broj bolesnika i analiziranih uzoraka, zivotna dob i spol ispitanika lijecenih

DOAC lijekovima dabigatranom, apiksabanom i rivaroksabanom.

Ulglrjg_a n Ukupan Ukupan broj Ukupan broj Zivotna dob
DOAC lijek ol broj (udio) zenskih | (udio) muskih
AEUALE ispitanika ispitanika ispitanika $ i 7
uzoraka p p p muskarci zene
Dabigatran 69 78
248 42 28 (0,67 14 (0,33
(0.67) (0.33) (48 — 80) | (58 —90)
Apiksaban 70 76
162 24 12 12
° (0:50) O | 4784 | (48 89)
Rivaroksaban 70 72
294 27 (0,4 2 2
° % (049) 205 | (31-85) | (36-83)
4.1. Rezultati vrSnith 1 minimalnih koncentracija DOAC lijekova dabigatrana,

rivaroksabana i apiksabana

U Tablici 4 i na Slici 3 prikazane su VRK i MIK ispitivanin DOAC lijekova. Za sva tri

ispitivana DOAC lijeka vrsne koncentracije su bile statisticki zna¢ajno vece u odnosu na

minimalne koncentracije istog lijeka (P < 0,001).

Tablica 4: VrSne i minimalne koncentracije DOAC lijekova dabigatrana, rivaroksabana i

apiksabana.
.. . Medijan
Lijek p* Srednja (95% JCI) P Pk
vr. £ SD I0R
Dabigatran VRK (ng/mL) | 0,134 | 167+112 / VRK
. <0,001 | API-DABI = 0,066
Dabigatran MIK (ng/mL) | 0,002 / 5%?_811%9) API-RIVA = 0,901
Rivaroksaban VRK 0098 | 182+ 86 / DABI-RIVA =0,058
(ng/mL) ’ _ < 0,001
Rivaroksaban MIK <0.001 / 15 (13 - 16) :
(ng/mL) ’ 9-29 MIK
. API-DABI = 0,001
< 0,001 ’
Apiksaban MIK (ng/mL) | 0,529 [ 101 +52 / DABI-RIVA <0,001

*Normalnost raspodjele ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom (vrijednost P< 0,05 oznac¢ava normalnu
raspodjelu podataka)

**StatistiCka znacajnost razlike izmedu vr$ne i minimalne koncentracije istog DOAC lijeka

***Statisticka znacajnost razlike izmedu vrsnih koncentracija razli¢itth DOAC lijekova te izmedu minimalnih
koncentracija razli¢itih DOAC lijekova
Podaci koji slijede normalnu raspodjelu prikazani su srednjom vrijedno$¢u i standardnom devijacijom, a podaci
koji slijede asimetricnu raspodjelu opisani su medijanom uz 95%-tni interval pouzdanosti (95% CI) i
interkvartilni raspon (IQR)
VRK = vrsna koncentracija; MIK = minimalna koncentracija; SD = standardna devijacija

31



VRK pojedinih DOAC lijekova nisu se statistiCcki znacajno razlikovale (P > 0,05).
MIK lijeka bile su znacajno vecée za lijek apiksaban u odnosu na dabigatran i rivaroksaban

(P <0,001 1P =0,001), a MIK dabigatrana bile su znac¢ajno ve¢e u odnosu na rivaroksaban
(P <0,001).
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Slika 3: Graficki prikaz VRK i MIK DOAC lijekova dabigatrana, rivaroksabana i apiksabana
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4.2.  Utjecaj dabigatrana na rezultate probirnih pretraga hemostaze

Rezultati provedenog ispitivanja pokazali su da dabigatran statisticki znacajno utjece
(p < 0,001) na vrijednosti PV % aktivnosti, PV INR-a, APTV-a i TV-a, a nema utjecaja na
rezultat fibrinogena (p = 0,289). Nadalje, dobiveni rezultati pretrage PV % aktivnosti i INR-a
pokazuju da se utjecaj dabigatrana statisticki znacajno razlikuje (p < 0,001) kod VRK-a i
MIK-a lijeka, pri ¢emu je utjecaj dabigatrana na PV znacajno veéi kod VRK-a lijeka u odnosu
na MIK lijeka (p < 0,001). Kod MIK-a dabigatrana, PV % aktivnosti je unutar Rl (> 70%),
dok je kod VRK-a dabigatrana vrijednost PV-a ispod donje granice RI (Tablica 5).

U slucaju APTV-a, i VRK i MIK znacajno utjecu na rezultat pretrage te uzrokuju
produljenje APTV-a (referentni interval iznosi 23 — 32 s), ali se u slu¢aju ove pretrage utjecaj
MIK i VRK lijeka statisticki znac¢ajno razlikuje (p < 0,001), pri ¢emu je APTV znacajno vise
produzeno kod VRK-a u odnosu na MIK lijeka. U slucaju APTV omjera, dobivene vrijednosti
za MIK su unutar Rl (0,8 — 1,2), dok su pri VRK dobivene statisticki znacajno vece
vrijednosti. Lijek dabigatran ima snazan utjecaj na rezultat pretrage TV, pri ¢emu i MIK i
VRK lijeka znacajno produzuju TV, iako i u ovom slucaju postoji statisticki znacajna razlika
VRK-om dabigatrana (n=124), 90 uzoraka (73%) je imalo nemjerljiv rezultat TV-a (>150 s).
Kod MIK-a dabigatrana, nemjerljiv rezultat TV-a (>150 s) je dobiven u 56 od ukupno
ispitanih 124 uzoraka (45 %), dok je u 46 od ukupno 124 (37%) mjerenja rezultat TV-a bio
produljen (>21 s), ali unutar mjernog raspona (<150 sekundi). Rezultati ovog ispitivanja
pokazali su da lijek dabigatran nema utjecaja na rezultat pretrage kvantitativnog odredivanja

fibrinogena (p = 0,289), kako je prikazano u Tablici 5.
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Slika 4: Graficki prikaz utjecaja vr$ne i minimalne koncentracije dabigatrana na probirne

pretrage hemostaze

4.3.  Utjecaj rivaroksabana na rezultate probirnih pretraga hemostaze

U Tablici 6 i na Slici 5 prikazan je utjecaj lijeka rivaroksabana na rezultate probirnih
pretraga hemostaze. Lijek rivaroksaban statisti¢ki znacajno utjece (p < 0,001) na vrijednosti
PV % aktivnosti, INR-a, i APTV-a, a nema utjecaja na rezultat pretrage TV (p = 0,820) i
fibrinogen (p = 0,674). Dobiveni rezultati za pretragu PV % aktivnosti i INR pokazali su da
postoji statisticki znacajna razlika (p < 0,001) kod VRK-a i MIK-a lijeka. Dobivene
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vrijednosti pretrage PV % aktivnosti se kod MIK-a rivaroksabana nalaze unutar RI, a snizene

su samo kod VRK-a lijeka. Nadalje, VRK rivaroksabana rezultira produljenjem APTV-a, za
razliku od MIK-a kod koje su vrijednosti APTV (s) i APTV omjera unutar RI (Tablica 6).

Lijek rivaroksaban ne utjeCe znaCajno na vrijednost fibrinogena i TV-a, niti kod vrSnih

koncentracija lijeka.
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4.4.  Utjecaj apiksabana na rezultate probirnih pretraga hemostaze

Iz dobivenih rezultata prikazanih u Tablici 7 i na Slici 6 vidljivo je da lijek apiksaban
statistiCki znacajno utjeCe (p = 0,046) na vrijednosti PV % aktivnosti, a nema utjecaja na
pretrage INR (p = 0,072), APTV (s) i APTV omjer (p = 0,094 ip =0,185), TV (p =0,861) i
fibrinogen (p = 0,929). Za lijek apiksaban rezultat PV % aktivnosti je unutar referentnih
vrijednosti i kod VRK-a i kod MIK-ga, ali se utjecaj koncentracije lijeka statisti¢cki znacajno
razlikuje (p = 0,046).
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Slika 6: Graficki prikaz utjecaja vr$ne i minimalne koncentracije apiksabana na probirne
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Tablica 5. Prikaz utjecaja vr$ne i minimalne koncentracije dabigatrana na probirne pretrage hemostaze.

Lijek/

PV

VRK ili MIK % P INR P ATV b Y p | Forinogen Yoo e
aktivnosti J g
Dabigatran
1,2 (1,2-1,3) 3,5 (3,3-3,8) >150 (>150)
VRK(ng/mL) | 65+21 1114 43+11 1,6+0,4 Sy 1375150 | oo
Dabigatran <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,289 '
1,1 (1,1-1,1) 1,2 (1,2-1,3) 3,6 (3,5-3,9) 120
LN 80+23 11-1,2 3510 11-1,4 31-53 94 >150
Tablica 6. Prikaz utjecaja vr$ne i minimalne koncentracije rivaroksabana na probirne pretrage hemostaze.
Lijek/ PV Fibrinoge
VRK ili MIK % P INR P ATV ATV P n I P
aktivnosti . g/L
Rivaroksaban 12(1,2-1,2 1,3(1,2-1,3 19 (18-19
VRK (ng/mL) | 6918 1(1-1 3 ) 3315 1(1-1 4 : 0,00 5.2£1.8 17( —19 )
il i <
: <0,001 <0,001 <0,001 i 0,674 0,820
m&rzﬁfm)‘ 95 (91-96) 1,0 (1,0-1,1) y743 100010 | 1| o, 1842
83 -104 10-11 - 10-1,1 e -
Tablica 7. Prikaz utjecaja vr$ne i minimalne koncentracije apiksabana na probirne pretrage hemostaze.
Lijek/ PV .
VRK ili % P INR P APSTV P | APTVomjer | P F'b”;‘fge” TSV P
MIK aktivnosti g
Apiksaban 1,1(11- 27 (26- 0,9 (0,9-1,0) 3,5 (3,4-3,7) 18 (18-19)
VRK 87+15 1,1) 27)
ng/mL 26 - 29 0,9-1,0 3,2-4,0 18-19
: 0,046 0,072 0,094 0,185 0,820
Apiksaban 1,1(1,0- 0,9 (0,9-0,9) 18 (18-19)
MIK 91+16 1,1) 27+3 ' 0 9’_1 0’ 3,7+0,8 18-19
ng/mL 10-1.1 =
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lako primjena DOAC lijekova ne zahtijeva rutinsko laboratorijsko praéenje
antikoagulacijske terapije, prisutnost ovih lijekova u plazmi ima znacajan utjecaj na rezultate
brojnih pretraga hemostaze, ukljucuju¢i one osnovne ili probirne, kao i one specijalisticke.
Poznavanje utjecaja DOAC lijekova na pojedine koagulacijske pretrage preduvjet je pravilne
interpretacije rezultata ovih pretraga. Nadalje, poznavanjem utjecaja DOAC lijekova na
rezultate specijalisti¢kih pretraga, kao Sto su pretrage probira na trombofiliju, sprjecavaju se
lazno pozitivni ili lazno negativni rezultati koji bi mogli imati negativan utjecaj na lijeenje
bolesnika.

U sklopu ovoga rada ispitan je utjecaj tri DOAC lijeka koji se primjenjuju u klinickoj
praksi, dabigatrana, rivaroksabana i apiksabana, na rezultate probirnih pretraga hemostaze:
PV, APTV, TV i fibrinogen. U svrhu ispitivanja utjecaja same koncentracije lijeka u plazmi
na rezultate navedenih probirnih pretraga, u svih bolesnika su izmjerene i VRK i MIK
odgovaraju¢eg DOAC lijeka, te su ispitivane probirne pretrage hemostaze odredene za sve
bolesnike u uzorcima s VRK-om i MIK-om odgovaraju¢eg DOAC lijeka.

Rezultati provedenog ispitivanja pokazali su da ispitivani DOAC lijekovi imaju
znacajan Utjecaj na rezultate pojedinih probirnih koagulacijskih pretraga. Nadalje, utvrdeno je
da je utjecaj razlicitih DOAC lijekova na pojedine probirne pretrage hemostaze razli¢it ovisno
o skupini lijeka (DTI i izravni inhibitori FXa), kao i o plazmatskoj koncentraciji lijeka.

Provedeno ispitivanje je pokazalo da lijek dabigatran znacajno utjeCe na rezultate
pretraga APTV i TV te u manjoj mjeri i na rezultate PV-a, dok nema utjecaja na pretragu
kvantitativnog odredivanja fibrinogena. Na prisutnost dabigatrana u ispitivanom uzorku,
najosjetljivija je pretraga TV te je kod vecine bolesnika lije¢enih dabigatranom TV produZeno
izvan gornje granice mjernog raspona (TV > 150 sekundi). Osjetljivost pretrage TV na
dabigatran proizlazi iz samog mehanizma djelovanja ovoga lijeka koji se temelji na izravnoj
inhibiciji trombina. Dabigatran znacajno utjece na rezultat pretrage TV ve¢ i kod MIK-a
lijeka, a posebice kod VRK-a lijeka. Pretraga TV je jednostavna za izvedbu i dostupna u svim
bolni¢kim laboratorijima, a ve¢ina TV reagensa je veoma osjetljiva na lijek dabigatran. Neki
od autora drugih istrazivanja navode da bi zbog velike osjetljivosti na dabigatran, pretraga TV
bi mogla biti korisna u procjeni antikoagulacijske aktivnosti dabigatrana. Medutim, prevelika
osjetljivost pretrage TV na lijek dabigatran odituje se produzenjem TV-a izvan granica
mjernog raspona ve¢ i kod vrlo niskih koncentracija dabigatrana (ve¢ kod > 25 ng/mL), $to
ovu pretragu ¢ini neprikladnom za procjenu koncentracije i antikoagulacijskog ucinka
dabigatrana (Douxfils i sur., 2012b, van Ryn i sur., 2010). S druge strane, s obzirom da je

pretraga TV izrazito osjetljiva na prisutnost dabigatrana, normalna vrijednost TV-a je
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pokazatelj odsutnosti klinicki znacajne koncentracije dabigatrana u plazmi (Dager i sur.,
2012).

Dabigatran i kod MIK-a i kod VRK-a lijeka znacajno utjece na pretragu APTV.
APTV vise produzeno kod VRK-a u odnosu na MIK dabigatrana. Rezultati provedenog
ispitivanja utjecaja dabigatrana na pretragu APTV su u skladu s rezultatima veéine drugih
studija, pri ¢emu je utvrdeno da i MIK i VRK dabigatrana rezultiraju produljenjem APTV-a,
ali se utjecaj MIK-a i VRK-a dabigatrana na APTV statisticki znacajno razlikuje. Dodatno,
neke su studije pokazale da je produljenje APTV-a razmjerno s povecanjem plazmatske
koncentracije dabigatrana (Gemen i sur., 2014; Turkoglu, 2015). Rezultati jednog istrazivanja
pokazuju da su kod VRK-a lijeka gotovo svi ispitanici lije¢eni dabigatranom imali znac¢ajno
produzeno APTV bez obzira na koristeni reagens (Lindahl i sur., 2011). Ovo je vazno imati
na umu jer se osjetljivost razli¢itih APTV reagensa znacajno razlikuje u sastavu iz Cega
proizlazi da razliciti reagensi mogu imati razli¢itu podloZnost utjecaju dabigatrana, odnosno
APTV nije jednako produzeno kod iste koncentracije dabigatrana u cirkulaciji (Van Blerk i
sur., 2015; van Ryn i sur., 2010). Unato¢ navedenim ograni¢enjima, jedno istrazivanje navodi
da se u slucaju normalnih vrijednosti APTV-a moze pretpostaviti da u cirkulaciji nije
postignuta terapijska koncentracija dabigatrana, medutim ne moze se u potpunosti iskljuciti
odsutnost Klinicki znacajne koncentracije lijeka (Turkoglu, 2015). Na temelju vrijednosti
APTV-a ne mogu se pouzdano razlikovati terapijske od subterapijskih koncentracija
dabigatrana te se rezultati pretrage APTV uvijek trebaju tumaciti s oprezom u bolesnika
lijecenih dabigatranom, a sama pretraga nije prikladna za procjenu terapijske koncentracije i
ucinka lijeka (van Ryn i sur., 2010).

Rezultati drugih ispitivanja potvrduju da dabigatran ima najveci utjecaj na rezultate
pretraga TV i APTV, pri ¢emu je pretraga TV izrazito osjetljiva ve¢ i na niske koncentracije
dabigatrana (Gemen i sur., 2014; van Ryn i sur., 2010). Izrazit utjecaj dabigatrana na pretrage
TV i APTV moze Se objasniti ¢injenicom da se radi o lijeku koji svoj antikoagulacijski u¢inak
ostvaruje kao DTI. Lijekovi koji djeluju kao inhibitori trombina, bilo izravni ili neizravni
(heparini i srodni lijekovi), imaju znacajan utjecaj na navedene pretrage zbog mehanizma
svog djelovanija.

Dabigatran ima statisticki znaGajan utjecaj na pretragu PV, pri ¢emu taj utjecaj uvelike
VRK-a i MIK-a dabigatrana. U ispitivanim uzorcima je kod VRK-a dabigatrana aktivnost

PV-a smanjena, dok se dobivene vrijednosti PV-a kod MIK-a dabigatrana uglavnom nalaze
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unutar RI. Ipak, utjecaj dabigatrana na pretragu PV je manje izraZzen u odnosu na utjecaj
dabigatrana na pretragu APTV te je posebice manje izrazen u odnosu na utjecaj dabigatrana
na pretragu TV. Kao i u slu¢aju APTV-a, utjecaj dabigatrana na pretragu PV ovisi o tipu
upotrebljenog reagensa, s time da je utjecaj dabigatrana na sve ispitivane PV reagense
znacajno manji od utjecaja na APTV reagense (Lindahl i sur., 2011). Dabigatran utjeCe i na
pretragu INR, pri ¢emu taj utjecaj takoder ovisi 0 plazmatskoj koncentraciji (VRK ili MIK)
lijeka. Rezultati provedenog ispitivanja su u skladu s rezultatima drugih autora koji su
demonstrirali da dabigatran ima relativno mali utjecaj na pretrage PV i INR pri klini¢ki
znacajnim plazmatskim koncentracijama lijeka (Lindahl i sur., 2011; van Ryn i sur., 2010).
Jedno od ranijih istrazivanja navodi da je kod preporucene profilakticke doze dabigatran
eteksilata nakon ortopedske operacije (2x110 mg/dan), pretraga INR, koja se koristi kao
specificna pretraga za pracenje terapije varfarinom, relativno neosjetljiva na dabigatran te
zbog toga nije prikladna za procjenu antikoagulacijskog ucinka ili koncentracije dabigatrana
(van Ryn i sur., 2010). Rezultati drugih ispitivanja su pokazali da porast INR-a pri visokim
koncentracijama dabigatrana nije linearan, ve¢ se pri supraterapijskim koncentracijama
dabigatrana ostvaruje tek blagi porast INR-a (Lindahl i sur., 2011; van Ryn i sur., 2010).
Zakljuéno, terapijske koncentracije dabigatrana rezultiraju tek blagim porastom INR-a te INR
nije prikladna pretraga za procjenu terapijskog ué¢inka DOAC lijekova (Lindahl i sur., 2011;
Turkoglu, 2015; van Ryn i sur., 2010).

Provedeno ispitivanje utjecaja dabigatrana na pretragu kvantitativnog odredivanja
fibrinogena primjenom komercijalnog reagensa Multifibren (Siemens Healthineers,
Njemacka) je pokazalo da lijeCenje dabigatranom nema utjecaja na ovu pretragu te se
dobiveni rezultati nisu znacajno razlikovali kod VRK-a i MIK-a dabigatrana. S druge strane,
jedno od istrazivanja navodi da je primjena reagensa Multifibren u svrhu odredivanja
fibrinogena u uzorcima PPP-a s dodanom poznatom koncentracijom dabigatrana rezultirala
izrazito sniZzenim vrijednostima fibrinogena (Lindahl i sur., 2011). Autori ove studije navode
da je tako niska koncentracija fibrinogena povezana s povecanim rizikom od krvarenja, a s
obzirom da je za klinicara koji lije¢i pacijenta s krvarenjem vazno imati to¢an podatak 0
koncentraciji fibrinogena, metode koje daju laZzno niske rezultate ne bi se smjele koristiti.

Za razliku od dabigatrana, lijekovi rivaroksaban i apiksaban ne utjecu na pretragu TV,
niti kod VRK-a niti kod MIK-a lijeka, sto se objasnjava ¢injenicom da ovi lijekovi djeluju
drugacijim mehanizmom inhibicije hemostatskog sustava, odnosno djeluju kao izravni
inhibitori FXa. Lijek rivaroksaban utjece na PV i APTV isklju¢ivo kod VRK-a lijeka. Kod

MIK-a rivaroksabana je njegov utjecaj na PV i APTV znacajno manji i zanemariv te se
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dobiveni rezultati nalaze unutar RI. Utjecaj rivaroksabana na fibrinogen ne ovisi o
fibrinogena iznad gornje granice RI i bez znacajnih razlika u vrijednostima. Za razliku od
dabigatrana i rivaroksabana, lijek apiksaban ne utjeCe na rezultate probirnih pretraga
hemostaze, niti kod VRK-a niti kod MIK-a lijeka. Apiksaban ostvaruje statisticki znac¢ajan
utjecaj samo na pretragu PV (% aktivnosti) i to isklju¢ivo kod VRK-a lijeka. lako su i u
sluéaju MIK-a i VRK-a apiksabana vrijednosti PV-a unutar RI, utvrdena je statisticki
znacajna razlika izmedu utjecaja MIK-a i VRK-a lijeka na PV. Dobiveni rezultati ispitivanja
utjecaja apiksabana na probirne pretrage hemostaze su unutar granica RI i kod VRK-a i kod
MIK-a apiksabana.

Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima drugih ispitivanja koja su pokazala da
DOAC lijekovi koji djeluju kao izravni inhibitori FXa ostvaruju najveci utjecaj na PV.
Terapijske koncentracije apiksabana imaju tek blagi utjecaj na PV te ne utjecu na APTV, dok
rivaroksaban ¢esto uzrokuje produljenje kako PV-a, tako i APTV-a, pri ¢emu utjece na PV u
vecoj mjeri nego na APTV (Dale i sur., 2014; Douxfils i sur., 2012a; Francart i sur., 2014).
Zbog slabe osjetljivosti PV-a na apiksaban, rezultati su pri terapijskim koncentracijama lijeka
najces¢e unutar RI. U dvjema studijama se pokazalo da su pretrage PV 1 APTV slabo
osjetljive na prisutnost apiksabana te su kod VRK-a apiksabana dobivene vrijednosti PV-a
bile unutar RI ili tek blago produljene (Douxfils i sur., 2013, Hillarp i sur., 2014). Rezultati
jednog istrazivanja pokazuju da je produljenje APTV-a razmjerno s porastom koncentracije
apiksabana na nelinearan nacin, medutim ¢ak i pri najvecoj ispitivanoj koncentraciji
apiksabana (1000 ng/mL), rezultat APTV-a je bio na gornjoj granici RI (Hillarp i sur., 2014).
Autori jednog istrazivanja sugeriraju da je temeljem rezultata pretrage PV moguce razlikovati
VRK od MIK-a rivaroksabana, pri ¢emu rezultat PV-a unutar RI u veéini sluc¢ajeva otklanja
sumnju na visoku plazmatsku koncentraciju lijeka, ali ne iskljuuje prisutnost klinicki
znaCajne koncentracije (>30 ng/mL) rivaroksabana u plazmi (Francart i sur., 2014). Iz
navedenog proizlazi da PV moze posluziti za kvalitativnu i grubu procjenu rizika od krvarenja
prilikom terapije rivaroksabanom, ali ne i za procjenu koncentracije i antikoagulacijskog
uc¢inka rivaroksabana. Dobiveni rezultati su u skladu s drugim studijama koje su takoder
pokazale da je utjecaj rivaroksabana na rezultate probirnih pretraga hemostaze izrazeniji u
prisutnosti visokih plazmatskih koncentracija lijeka (Douxfils i sur., 2013; Gerotziafas i sur.,
2012). Zaklju¢no, rezultat pretrage PV i APTV ovisi 0 koncentraciji lijeka u ispitivanom
uzorku, o koriStenom reagensu, kao i o samom lijeku (rivaroksaban ili apiksaban) kojim se

pacijent lije¢i (Samama i Guinet, 2011).
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Provedeno ispitivanje potvrduje zapazanja dobivena prethodnim ispitivanjima koja su
pokazala da probirne pretrage hemostaze nisu prikladne za procjenu koncentracije
odgovaraju¢eg DOAC lijeka, njegova antikoagulantnog ucinka niti rizika od neZeljenih
nuspojava u odredenim klinickim stanjima bolesnika lije¢enih ovim lijekovima. Ove su
pretrage nedovoljno osjetljive i specificne za DOAC lijekove, njihov je utjecaj razli¢it ovisno
bolesnika na DOAC lijekovima. S druge strane, ovo ispitivanje jasno upucuje da je
poznavanje utjecaja razli¢itih DOAC lijekova na pojedine probirne pretrage hemostaze od
izuzetne vaznosti U svakodnevnoj laboratorijskoj i klini¢koj praksi kako bi se rezultati ovih
pretraga mogli pravilno interpretirati. Znacajan utjecaj koncentracije DOAC lijekova na
rezultate probirnin pretraga hemostaze moze se objasniti relativno kratkim vremenom
poluzivota ovih lijekova (u prosjeku 8-15 sati), sto ima za posljedicu brzi pocetak i brzi
prestanak djelovanja lijeka. Relativno kratko vrijeme poluzivota ovih lijekova objasnjava i
znacajne razlike u intenzitetu utjecaja na probirne pretrage hemostaze, ovisno o vremenu
uzorkovanja u odnosu na posljednju primjenu doze lijeka. Ranije provedena istrazivanja su
pokazala da se rezultati probirnih pretraga hemostaze dobiveni iz uzoraka krvi uzetih u
vrijeme vrsne plazmatske koncentracije lijeka (u prosjeku otprilike 2 sata nakon primjene
lijeka) znacajno razlikuju u odnosu na rezultate probirnih pretraga dobivene u vrijeme
minimalne plazmatske koncentracije lijeka (neposredno prije primjene sljede¢e doze lijeka)
(Gemen i sur., 2014; van Ryn i sur., 2010). Rezultati naseg ispitivanja su u skladu s
navedenim zaklju¢cima iz Cega proizlazi da je prilikom tumacenja rezultata probirnih
koagulacijskih pretraga bitno raspolagati informacijom kada je DOAC lijek primijenjen u
odnosu na vrijeme uzorkovanja krvi za izvodenje pretraga.

Suprotno DOAC lijekovima, kod terapije oralnim antikoagulansom iz skupine VKA,
varfarinom, vrijeme uzorkovanja krvi u odnosu na zadnju primjenu doze lijeka ne utjece
znacajno na rezultat probirne pretrage PV INR, koja se specifi¢no primjenjuje za pracenje
terapije, zbog znatno duljeg terapijskog ucinka na aktivnost faktora zgrusavanja ovisnih o
vitaminu K koji proizlazi iz njihovog duljeg vremena poluzivota.

Do danas su objavljeni brojni radovi u kojima je ispitivan u¢inak DOAC lijekova na
rezultate probirnih i specijalistickih koagulacijskih pretraga. Medutim, u velikom broju ovih
radova koristeni su uzorci plazme zdravih dobrovoljaca kojima je in vitro dodana poznata
koncentracija odgovarajuceg DOAC lijeka kako bi se ispitao utjecaj na rezultate
koagulacijskih pretraga. U nasem radu, utjecaj DOAC lijekova na rezultate pretraga

hemostaze ispitivan je izravno u bolesnika lijecenih ovim lijekovima. Ovako provedeno
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ispitivanje se moze smatrati prikladnijim u odnosu na ispitivanja u kojima je lijek in vitro
dodavan uzorcima plazme zdravih dobrovoljaca, s obzirom da je ve¢ ranije pokazano da dva
navedena nacina ispitivanja utjecaja DOAC lijekova na rezultate probirnih pretraga pokazuju
razli¢it utjecaj te se svakako preporucuje svako ispitivanje ove vrste provoditi iskljucivo u

plazmi bolesnika lijecenih DOAC lijekovima.
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5. ZAKLJUCCI

Provedenim ispitivanjem utvrdeno je da ispitivani DOAC lijekovi, dabigatran,
apiksaban i rivaroksaban, utjeCu na rezultate probirnih pretraga hemostaze. Utjecaj DOAC
lijekova na rezultate probirnih pretraga razlikuje se medu pojedinim skupinama lijekova
(izravni inhibitori trombina i izravni inhibitori FXa), ali i izmedu lijekova iste skupine
(rivaroksaban i apiksaban). Utjecaj DOAC lijekova na rezultate probirnih pretraga hemostaze
znacajno se razlikuje kod vr$nih i minimalnih koncentracija lijeka pri ¢emu je utjecaj na
navedene pretrage znacajno veci kod vr$nih plazmatskih koncentracija lijeka u odnosu na
minimalne koncentracije.

Lijek dabigatran znacajno utjece na rezultate pretrage TV i APTV te u manjoj mjeri na
PV, a nema utjecaja na rezultat fibrinogena. Utjecaj dabigatrana na TV i APTV prisutan je i
kod vrsnih i minimalnih koncentracija lijeka, uz znacajno veci utjecaj na obje pretrage kod
vr$nih koncentracija. Suprotno tome, na rezultat pretrage PV utje¢u samo vr$ne koncentracije
dabigatrana.

Lijek rivaroksaban znacajno utjeCe na rezultate pretraga PV i APTV, ali je taj utjecaj
prisutan samo kod vr$nih koncentracija lijeka. Kod minimalnih koncentracija rivaroksabana,
vrijednosti PV-a i APTV-a su unutar referentnog intervala. Lijek rivaroksaban ne utje¢e na
rezultate pretraga TV i fibrinogen.

Lijek apiksaban je, u odnosu na dabigatran i rivaroksaban, pokazao najmanji utjecaj na
rezultate probirnih pretraga hemostaze. Vrijednosti svih ispitanih probirnih pretraga su unutar
referentnog intervala i kod vrs$nih i kod minimalnih koncentracija apiksabana. Za pretragu PV
je kod vrsnih koncentracija lijeka izmjerena znacajno veca aktivnost u odnosu na minimalnu
koncentraciju apiksabana, iako su vrijednosti i kod vr$ne i kod minimalne koncentracije
apiksabana bile unutar referentnog intervala.

Ispitivanje utjecaja DOAC lijekova na rezultate pojedinih probirnih pretraga
hemostaze upucuje da navedene pretrage nisu prikladne za procjenu antikoagulacijskog
ucinka 1/ili koncentracije odgovarajuéeg DOAC lijeka u cirkulaciji zbog nedovoljne
osjetljivosti 1 specifi¢nosti ovih pretraga za DOAC lijekove te zbog znafajne ovisnosti
koncentracije lijeka na rezultate navedenih pretraga.

Ovo ispitivanje potvrdilo je da je poznavanje utjecaja DOAC lijekova na pojedine
probirne pretrage vazno u svakodnevnoj laboratorijskoj 1 klini¢koj praksi zbog pravilne

interpretacije rezultata ovih pretraga u bolesnika lijecenih navedenim lijekovima.
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7. SAZETAK

Izravni oralni antikoagulansi (engl. direct oral anticoagulants, DOAC) posljednjih se
godina sve viSe primjenjuju U prevenciji i lijeCenju tromboembolijskih bolesti. Terapija
DOAC lijekovima se, zahvaljujuéi njihovoj predvidljivoj farmakokinetici, provodi u fiksnim
dozama pa ne zahtijevaju rutinsko laboratorijsko pracenje. S druge strane, DOAC lijekovi,
zbog izravnog inhibicijskog djelovanja na aktivnost odredenog segmenta hemostatskog
sustava, imaju utjecaj na rezultate brojnih pretraga hemostaze, kako probirnih tako i
specijalistickih. Poznavanje utjecaja DOAC lijekova na pojedine pretrage hemostaze od
izuzetne je vaznosti zbog pravilne interpretacije rezultata te sprecavanja lazno pozitivnih ili
laZzno negativnih rezultata koji bi mogli imati negativan utjecaj na samo lije¢enje bolesnika.

Cilj provedenog istrazivanja bio je ispitati utjecaj tri DOAC lijeka, dabigatrana,
rivaroksabana i apiksabana, na rezultate probirnih pretraga hemostaze: PV, APTV, TV i
fibrinogen. U wuzorcima bolesnika lijeenih DOAC lijekovima, dabigatranom (n=248),
rivaroksabanom (n=294) i apiksabanom (n=142), odredene su vrsne (2 sata nakon primjene
zadnje doze) i minimalne koncentracije (neposredno prije slijede¢e doze) odgovarajuceg
DOAC lijeka te probirne pretrage hemostaze PV, APTV, TV i fibrinogen.

Rezultati provedenog ispitivanja pokazali su da DOAC lijekovi utjeCu na rezultate
probirnih pretraga hemostaze. Taj se utjecaj znacajno razlikuje ovisno o vrsti lijeka i vremenu
uzorkovanja u odnosu na zadnju dozu lijeka. Utjecaj DOAC lijekova na navedene pretrage
znacajno je veci kod wvrsnih koncentracija lijeka u cirkulaciji u odnosu na minimalne.
Dabigatran znacajno utjece na rezultate pretrage TV i APTV te u manjoj mjeri na PV, a nema
utjecaja na fibrinogen. Rivaroksaban utjec¢e na PV i APTV, ali samo kod vrsnih koncentracija
lijeka te nema utjecaja na TV i fibrinogen. Apiksaban ima najmanji utjecaj na rezultate
probirnih pretraga hemostaze, a vrijednosti svih ispitanih pretraga su unutar referentnog
intervala i kod vrsnih i kod minimalnih koncentracija lijeka. Ovo ispitivanje upucuje da
probirne pretrage hemostaze nisu prikladne za procjenu antikoagulacijskog ucinka i/ili
koncentracije odgovaraju¢ceg DOAC lijeka, ali i da je poznavanje utjecaja DOAC lijekova na
pojedine probirne pretrage preduvjet pravilne interpretacije rezultata ovih pretraga u

svakodnevnoj laboratorijskoj i klini¢koj praksi.
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7. SUMMARY

Direct oral anticoagulants (DOACSs) have been increasingly used in the recent years
for the prevention and treatment of thromboembolic disease. Due to their predictable
pharmacokinetics, DOAC drug therapy is performed in fixed doses and does not require
routine laboratory monitoring. On the other hand, due to their direct inhibitory effect on the
activity of a certain segment of the haemostatic system, DOACs have a significant impact on
the results of numerous haemostasis assays, both screening and specific. Understanding the
influence of DOACs on a particular haemostasis assay is extremely important for correct
interpretation of the results, as well as prevention of false positive or false negative results
that could have a negative impact on the patient treatment.

The aim of this study was to examine the effect of three DOACs, dabigatran,
rivaroxaban and apixaban, on the results of routine screening haemostasis tests: PV, APTV,
TV and fibrinogen. In the samples of patients treated with DOACS, dabigatran (n = 248),
rivaroxaban (n = 294) and apixaban (n = 142), peak (2 hours after administration of the last
dose) and trough concentrations (shortly before taking the next dose) of a certain DOAC were
determined and screening haemostasis tests, PV, APTV, TV and fibrinogen, were conducted.

The results of the conducted study showed that DOACs affect the results of
haemostasis screening tests. This effect differs significantly depending on the type of DOAC
used and the time of blood sampling in relation to the time of the administration of the last
dose. The influence of DOACs on these assays is significantly larger at peak plasma
concentrations of the drug when compared to the trough drug concentration. Dabigatran
significantly affects TV and APTV test results and to a lesser extent PV, whilst it has no
effect on fibrinogen assay. Rivaroxaban affects PV and APTV, but only at peak drug
concentrations and has no effect on TV and fibrinogen. Apixaban has the lowest effect on the
results of haemostasis screening tests, and the obtained values of all examined samples were
within the reference interval at both peak and trough drug concentrations. This study indicates
that haemostasis screening tests are not suitable for assessment of the anticoagulant effect
and/or the concentration of a certain DOAC, whereas understanding the impact of DOACs on
individual screening tests is essential for proper interpretation of obtained test results in

everyday laboratory and clinical practice.
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or false negative results that could have a negative impact on the patient treatment.

The aim of this study was to examine the effect of three DOACs, dabigatran, rivaroxaban and apixaban, on the
results of routine screening haemostasis tests; PV, APTV, TV and fibrinogen. In the samples of patients treated with
DOACs, dabigatran (n = 248), rivaroxaban (n = 294) and apixaban (h = 142), peak (2 hours after administration of the
last dose) and trough concentrations (shortly before taking the next dose) of a certain DOAC were determined and
screening haemostasis tests, PV, APTV, TV and fibrinogen, were conducted.

The results of the conducted study showed that DOACSs affect the results of haemostasis screening tests. This effect
differs significantly depending on the type of DOAC used and the time of blood sampling in relation to the time of
the administration of the last dose. The influence of DOACs on these assays is significantly larger at peak plasma
concentrations of the drug when compared to the trough drug concentration. Dabigatran significantly affects TV and
APTYV test results and to a lesser extent PV, whilst it has no effect on fibrinogen assay. Rivaroxaban affects PV and
APTV, but only at peak drug concentrations and has no effect on TV and fibrinogen. Apixaban has the lowest effect
on the results of haemostasis screening tests, and the obtained values of all examined samples were within the
reference interval at both peak and trough drug concentrations. This study indicates that haemostasis screening tests
are not suitable for assessment of the anticoagulant effect and/or the concentration of a certain DOAC, whereas
understanding the impact of DOACs on individual screening tests is essential for proper interpretation of obtained test
results in everyday laboratory and clinical practice.
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