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PREDGOVOR

Tromboembolijske bolesti, ukljucujuéi arterijsku i vensku trombozu,
zbog visoke pojavnosti i stupnja morbiditeta i mortaliteta u opcoj
populaciji, znacajan su javnozdravstveni problem u razvijenim zemljama,
pa tako i u Republici Hrvatskoj. S obzirom da osnovni pristup u prevenciji
i lijecenju ovih bolesti Cine antikoagulacijski lijekovi, razumljivi su trajni
napori za pronalazenjem novih i djelotvornijih lijekova s ciljem poboljsanja
skrbi o bolesniku.

Desetlje¢ima su antagonisti vitamina K (VKA, engl. vitamin K
antagonists) bili jedini oralni antikoagulacijski lijekovi u prevenciji i
lije¢enju tromboembolijskih stanja. Premda pokazuju visoku terapijsku
ucinkovitost, istodobno imaju i znacajna ograni¢enja zbog brojnih
interakcija s hranom i drugim lijekovima, uske terapijske Sirine i
posljedicne potrebe za ucestalim laboratorijskim pracenjem te pojavu
nezeljenih ucinaka lijecenja, u prvom redu krvarenja. Uvodenje direktnih
oralnih antikoagulansa (DOAK) u klinicku praksu posljednjih desetak
godina rezultat je upravo nepostojanja idealnog antikoagulacijskog lijeka
te potrebe za novim generacijama lijekova ¢ija su djelovanja selektivno i
ciliano usmjerena na inhibiciju odredenog dijela sustava zgruSavanja u
svrhu postizanja vece klini¢ke ucinkovitosti i sigurnosti u lije¢enju. Unatoc
opce prihvacenom stajaliStu da primjena DOAK-a ne zahtijeva redovito
laboratorijsko pracenje jer se doziranje lijeka ne temelji na rezultatima
koagulacijskih laboratorijskih pretraga, rezultati prvih klinic¢kih iskustava



nisu potvrdili navedeno stajaliSte. Upravo suprotno, dosadasnja klinicka
iskustva jasno upucuju da je u odredenim klinickim stanjima i populacijama
bolesnika potrebno odrediti koncentraciju DOAK lijeka u plazmi, u prvom redu
kao pomoc u donosenju klinickih odluka u hitnim stanjima, a potom i u svrhu
procjene antikoagulacijskog ucinka lijeka kod odredenih bolesnika.

S uvodenjem DOAK lijekova u klinicku praksu i laboratoriji za ispitivanje
hemostaze suoceni su s novim izazovima i praksom. S jedne strane,
s obzirom da DOAK lijekovi utjeCu na rezultate probirnih kao i vecine
specificnih  koagulacijskih pretraga, poznavanje utjecaja ovih lijekova
na rezultate pojedinih pretraga neophodno je za njihovu interpretaciju i
sprjecavanje pogreSaka u donosenju dijagnostickih i klinickih odluka. Nadalje,
implementacija specifi¢nih kvantitativnih metoda koje omogucuju pouzdano
odredivanje koncentracije DOAK-a u plazmi nametnula se kao novo podrucje
djelatnosti laboratorija. Istodobno s prvim klini¢kim iskustvima u primjeni
ovih lijekova istrazivanja su usmjerena i na razvoj specificnih metoda za
njihovo odredivanje.

Unato¢ posvemasnjem porastu primjene DOAK-a u Kklinickoj praksi
tijekom posljednjih desetak godina, joS uvijek postoje brojne nepoznanice.
Poglavito se odnose na nedovoljno klinicko iskustvo u slu¢ajevima opseznih
krvarenja, suspektnog predoziranja lijekom te pristup bolesniku u stanjima
koja zahtijevaju hitnu kirurSku intervenciju ili invazivni dijagnosticki
odnosno terapijski postupak. Stovise, nisu poznate ni optimalne terapijske
koncentracije pojedinog lijeka kao ni potencijalne kriti¢cne vrijednosti koje
znacajno povedavaju rizik od krvarenja. Razumijevanje utjecaja DOAK lijekova
na rezultate koagulacijskih pretraga te njihove interpretacije u bolesnika koji
se lijeCe ovim lijekovima, takoder su predmet brojnih istraZivanja posljednjih
godina. Interakcije s drugim lijekovima kao i interakcije polimorfnih varijanti



gena kandidata ukljucenih u metabolizam DOAK-a postaju vazan predmet
istrazivanja sa svrhom poboljSanja ucinkovitosti i sigurnosti lijecenja s

naglaskom na individualni pristup lijecenju.

Stoga je osnovni cilj ovog prirucnika prikazati dosadasSnja saznanja o
DOAK lijekovima, uz poseban naglasak na sve klju¢ne aspekte laboratorijske
dijagnostike, ukljucujuéi prikaz utjecaja lijekova na rezultate pretraga
hemostaze i njihovu interpretaciju, kao i prikaz specifi¢nih kvantitativnih
metoda odredivanja DOAK-a na automatiziranim analitickim sustavima u
sklopu laboratorija za ispitivanje hemostaze.

Sadrzaj ovog priru¢nika temelji se na dosad objavljenim literaturnim
podacima, kao i na spoznajama koje su izravan rezultat istrazivackog projekta
Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ) pod nazivom Novi oralni antikoagulansi:
povezanost koncentracije i antikoagulantnog ucinka lijeka (IP-2016-06-8208,
LAB-NOAC). Nositelj projekta je Klinicki zavod za kemiju Klinickog bolni¢kog
centra Sestre milosrdnice u Zagrebu. Rezultati provedenog istraZivanja vazan
su doprinos razumijevanju patofizioloskih procesa u bolesnika lijecenih DOAK
lijekovima, klinickih aspekata lijecenja kaoilaboratorijske dijagnostike. Ujedno
se projekt LAB-NOAC pokazao izvrsnim temeljem za uvodenje kvantitativnih
metoda odredivanja DOAK-a u svakodnevni laboratorijski rad. Sagledani su i
utvrdeni utjecaji DOAK-a na pretrage hemostaze, interpretacija tih nalaza te
prednosti i ogranic¢enja analitickih metoda za mjerenje koncentracije DOAK-a
u plazmi. Nadalje, mjerenje i pracenje vrsnih i minimalnih koncentracija DOAK
lijekova u bolesnika ukljucenih u projekt LAB-NOAC omogucilo je i izravan
pregled u raspone ocekivanih terapijskih koncentracija i usporedbu rezultata
u vlastitoj populaciji s ostalim objavljenim literaturnim podacima. Praéenje
vrijednosti vrSnih i minimalnih koncentracija ukljuc¢enih bolesnika tijekom
duljeg vremenskog razdoblja pokazalo se iznimno vaznim za razumijevanje



intra- i inter-individualne varijabilnosti koncentracija lijeka u cirkulaciji i
njihove izravne povezanosti s antikoagulacijskim ucinkom, ali i s pojavom
nezeljenih dogadaja (krvarenje, tromboticki dogadaji) u pojedinih
bolesnika. VaZzan rezultat projekta LAB-NOAC jest i implementiranje
preporuka za izvodenje pretraga probira na trombofiliju u bolesnika
lijecenih DOAK lijekovima s obzirom da ovi lijekovi utjecu na gotovo sve
fenotipske pretrage probira u smislu lazno pozitivnih ili laZno negativnih
rezultata. Sagledavajudi Cinjenicu da interpretacija rezultata probira na
trombofiliju utje¢e na daljnju klinicku odluku, a time i teZinu mogudée
pogreske, kaoivaznostimplementacije kvantitativnih metoda odredivanja
koncentracije DOAK-a (uz razumijevanje svih ¢imbenika koji utjeCu na
rezultat pretrage), neupitno je da je istrazivanje LAB-NOAC polucilo izravan
i jasan pozitivan ucinak i na samu klinicku praksu. Rezultati projekta LAB-
NOAC utkani su u ovaj prirucnik.

U prvom dijelu prirucnika prikazana je klinicka primjena i indikacije
za odredivanje DOAK-a, vazna farmakoloska svojstva i do sada poznati
farmakogenetski ¢imbenici koji se povezuju s varijabilnostima u
koncentracijama lijeka i potencijalnom utjecaju na ucinak lije¢enja. Potom
je obrazloZen utjecaj DOAK-a na probirne i specifi¢ne pretrage hemostaze,
te su opisane dostupne kvantitativne metode odredivanja DOAK-a u
plazmi. Na kraju ovog priru¢nika navodimo i preporuke za laboratorijsko
odredivanje DOAK lijekova, uz poseban osvrt na sve bitne predanaliticke,
analiticke i poslijeanaliticke ¢imbenike.

Sa zavrSetkom projekta LAB-NOAC objavljena su tri izvorna i dva
pregledna znanstvena rada iz podrucja istrazivanja. Rezultati 21
posterskog rada prikazani su na medunarodnim znanstvenim skupovima
medu kojima je i jedan od radova proglasen najboljim na kongresu.



Obranjena su dva diplomska rada studenata Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, a studentski znanstveni rad Ispitivanje i
usporedba ucinka komercijalne DOAC-Stop tablete i in house optimirane
metode s medicinskim aktivnim uglienom na uklanjanje interferencije
direktnih oralnih antikoagulantnih lijekova u odredivanju pretrage lupus
antikoagulans nagraden je Rektorovom nagradom SveudiliSta u Zagrebu
za akademsku godinu 2018./2019. Tijekom projekta LAB-NOAC odrzana su
pozvana predavanja na domadim i medunarodnim stru¢nim i znanstvenim
skupovima ¢ime je Sira strucna i znanstvena javnost upoznata s njegovim
tijekom i rezultatima. Stoga kao prilog ovom priru¢niku navodimo i
literaturne navode objavljenih rezultata provedenog istraZivanja.

Na kraju ovog predgovora, u svojstvu voditelja projekta LAB-NOAC,
Zelim zahvaliti kolegama lije¢nicima i laboratorijskim stru¢njacima,
suradnicima uklju¢enim u projekt, $to su svojim entuzijazmom, trudom i
radom omogucili njegovu provedbu. Ovaj prirucnik izdajemo s uvjerenjem
u neupitnu vaznost da Sto vedi broj i lijecnika i medicinskih biokemicara
bude upoznat s klju¢nim klinickim i laboratorijskim aspektima primjene
DOAK lijekova u svakodnevnoj klinickoj praksi. Nadamo da ¢e posluZiti
kao pomoc i koristan vodi¢ pri donosenju klini¢kih odluka u cjelokupnom

procesu lijecenja bolesnika.

Doc. dr. sc. Sandra Margetic,
specijalist medicinske biokemije



DIREKTNI ORALNI ANTIKOAGULANSI (DOAK)
- KLINICKA PRIMJENA | INDIKACIJE ZA
ODREDIVANJE KONCENTRACIJE LIJEKA

DIREKTNI INHIBITORI TROMBINA (DTI)

Dabigatran (Pradaxa’, Behringer Ingelheim) je u klini¢koj primjeni kao
prvi lijek, iz skupine direktnih oralnih antikoagulansa (DOAK). Pripada
skupini direktnih inhibitora trombina (DTI). Za sada, ujedno je i jedini
DOAK iz skupine DTI lijekova. Uveden je u klini¢ku praksu 2008. godine s
klinickom indikacijom tromboprofilakse u bolesnika nakon ortopedskih
operacija. Od 2011. do danas je i u klinickoj primjeni kao profilaksa od
nastanka tromboembolizma kod bolesnika s nevalvularnom atrijskom
fibrilacijom (NVAF), a od 2014. godine poceo se primjenjivati i u lijecenju
bolesnika s dubokom venskom trombozom (DVT). Dabigatran je prvi DOAK
lijek koji je 2021. godine dobio odobrenje Ameri¢ke agencije za hranu i
lijekove (engl. US Food and Drug Administration, FDA) za primjenu kod djece
starije od 8 godina u lijecCenju venske tromboembolije (VTE). Primjenjuje
se u fiksnim dozama koje su ovisne o indikaciji, dobi bolesnika, bubreznoj
funkciji i indeksu tjelesne mase. Standardna doza lijeka za odraslu osobu
je 2 x 150 mg. Kod djece primijenjena doza lijeka ovisi o tezini djeteta, a
najnizaje 2 x 75 mg.
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DIREKTNI INHIBITORI FXa

Prema antikoagulacijskom djelovanju, drugu skupinu cine lijekovi koji
djeluju kao direktni inhibitori aktiviranog faktora zgrusavanja X (FXa),
a obuhvadaju nekoliko lijekova: rivaroksaban, apiksaban, edoksaban i
najnoviji betriksaban koji za sada nije odobren u zemljama Europske Unije,
pa time ni u Republici Hrvatskoj.

Rivaroksaban (Xarelto®, Bayer Pharma AG) je odobren 2008. godine
od kada se primijenjuje kao tromboprofilaksa kod pacijenata nakon
ortopedskih operacija. Od 2011. rivaroksaban je u klinickoj primjeni i
kao tromboprofilaksa kod bolesnika s NVAF te u lije¢enju DVT, a od 2012.
godine i u lije¢enju plu¢ne embolije (PE). Od 2013. godine rivaroksaban
je indiciran i u tromboprofilaksi u akutnom koronarnom sindromu, a od
2020. odobren je za prevenciju i lijeCenje venske tromboembolije (VTE) i
kod djece svih uzrasta. Uz navedeno, rivaroksaban se primjenjuje i kod
osoba hospitaliziranih zbog druge akutne bolesti koja uzrokuje smanjenu
pokretljivost, a kod kojih postoji visok rizik za nastanak VTE.

Danas je rivaroksaban u primjeni i u kombinaciji s inhibitorima
agregacije trombocita kod bolesnika s koronarnom bolesti srca za
prevenciju nastanka srcanog ili mozdanog udara te kod bolesnika s
perifernom arterijskom bolesti.

Primjenjena doza lijeka ovisi o indikaciji te o bubreznoj funkciji.
Standardne doze za odrasle osobe kreéu se od 1 x 2,5 mg kod bolesnika
koji ga uzimaju za prevenciju komplikacija kod periferne arterijske bolesti
ili bolesti koronarnih arterija do 1 x 20 mg kod bolesnika sa NVAF te u
lijecenju VTE.
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Kod bolesnika sa srednjim do teSkim oStecenjem jetre primjena
rivaroksabana nije preporucena.

Apiksaban (Eliquis®, Bristol-Myers Squibb) je drugi direktni inhibitor FXa
koji je usao u klinicku primjenu 2011. godine kao tromboprofilaksa nakon
ortopedskih operacija, a od 2012. se koristi za prevenciju trombotickih
dogadaja kod pacijenata s NVAF. Od 2014. je u upotrebi za lijeCenje VTE,
ukljucujuci DVT i PE.

Apiksaban se primjenjuje u dozama od 2 x 2,5 ili 2 x 5,0 mg, ovisno o
indikaciji, dobi, bubreznoj funkciji iindeksu tjelesne mase, pa je prilagodbu
doze potrebno uciniti kada se radi o bolesnicima starijima od 80 godina,
smanjenoj bubreznoj funkciji ili niskom indeksu tjelesne mase. Takoder, ne
preporucuje se primjena kod bolesnika koji imaju srednji do visoki stupanj
oStecenja jetre, a kontraindicirana je primjena kod hepatalne bolesti

povezane s koagulopatijom.

Edoksaban (Lixiana®, Savaysa®, Daiichi Sankyo; Roteas®, Berlin Chemie
Menarin) je odobren za klini¢ku primjenu 2015. godine. Primjenjuje se kao
profilaksa kod bolesnika s NVAF za nastanak trombotickih dogadaja, kod
bolesnika s jednim ili viSe ¢imbenika rizika (visoki krvni tlak, dijabetes,
srcano zatajenje, prethodno preboljeni mozdani udar ili dob veca od 75
godina). Takoder se koristi za lijeCenje i prevenciju ponovnog nastanka
DVT i PE.

Primjenjuje se u dozi od 1 x 60 mg, ali se ona moze prilagoditi ovisno
o bubreznoj funkciji, indeksu tjelesne mase ili istodobnoj primjeni drugih
lijekova koji su inhibitori P-glikoproteina (P-gp).

Edoksaban se ne primjenjuje kod osoba koje akutno krvare, koje imaju

hepatalne bolesti povezane s koagulopatijom, pate od nereguliranog
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visokog krvnog tlaka ili imaju druge bolesti kod kojih postoji visok rizik za

krvarenje.

INDIKACIJE ZA ODREDIVANJE KONCENTRACIJE LIJEKA

Radna grupa Medunarodnog savjeta za standardizaciju u hematologiji
(engl. International Council for Standardization in Hematology, ICSH) izdala
je preporuke koje poticu laboratorije na uvodenje testova za odredivanje
koncentracije DOAK lijekova u plazmi. Do danas nije prikupljeno dovoljno
podataka da bi se odredivanje koncentracije lijeka primjenjivalo u svrhu
prilagodbe doze lijeka te se ono za sada u tu svrhu ne preporucuje.

S druge strane, odredivanje koncentracije lijeka u plazmi moze biti
izuzetno vazno kod bolesnika kod kojih postoji mogucnost prevelike
akumulacije lijeka u cirkulaciji ili njegove ubrzane eliminacije. Oba su
slu¢aja nepovoljna za bolesnika jer mogu dovesti ili do krvarenja (kod
akumulacije lijeka zbog oStecene bubrezne ili jetrene funkcije) ili do
smanjenog antikoagulacijskog ucinka (kod ubrzane eliminacije lijeka). U
takvim slucajevima se strogo preporucuje mjerenje koncentracije DOAK
lijeka u plazmi.

Isto tako, postoje odredena hitna stanja kod kojih je izuzetno vazno
izmjeriti koncentraciju lijeka i nalaz izdati u roku od 30, odnosno 60 minuta,
ovisno o klini¢koj indikaciji. Uz to, postoje i situacije u ne-hitnim stanjima
kada je klinicki opravdano izmijeriti koncentraciju lijeka u plazmi.

Indikacije za odredivanje koncentracije DOAK lijeka u plazmi prikazane su
u Tablici 1., a postupak s bolesnikom lijeCenim DOAK lijekom prije hitnog
invazivnog zahvata prikazan je na Slici 1.
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Tablica 1. Indikacije za odredivanje DOAK lijeka u plazmi.

Indikacija

Objasnjenje

Hitna stanja

akutno krvarenje
tromboembolijski dogadaj
(mozdani udar)

hitni invazivni zahvat s
povedanim rizikom za krvarenje

o mogucem uzroku krvarenja, primjerice zbog visoke
koncentracije lijeka.

Mjerenjem koncentracije lijeka u plazmi procjenjuje se u¢inak
lijeka na akutni dogadaj (kod akutnog krvarenja) ili utjecaj
koncentracije lijeka u plazmi na dodatni rizik za krvarenje
(kod hitnih invazivnih zahvata). Klinicki znacajnom smatra se
koncentracija lijeka u plazmi > 30 ng/mL, odnosno > 50 ng/
mL kod bolesnika koji krvare.

Takoder, koncentraciju lijeka potrebno je izmjeriti i nakon
primjene lijeka koji neutralizira u¢inak DOAK-a (antidota) da
bi se utvrdila uspjesnost terapije.

Ne-hitna stanja

visoka Zivotna dob
(>80god.)

Povecana sklonost krvarenju i povec¢ana sklonost akumulaciji
lijeka u cirkulaciji (zbog vece ucestalosti smanjene bubrezne i
jetrene funkcije) $to povedava rizik krvarenja

tesko bubrezno ostecenje

Uslijed smanjenog izlucivanja lijeka putem bubrega
akumulira se lijek u cirkulaciji i povecéava rizika od krvarenja.
Posebno je znacajno odredivati koncentracije dabigatrana i
rivaroksabana zbog prilagodbe doze ili promjene lijeka ako se
utvrdi akumulacija lijeka u cirkulaciji.

indeks tjelesne mase
(BMI) > 40 kg/m2

Za osobe s BMI > 40 kg/m2 jo3 uvijek nisu dostupni
nedvojbeni podaci postizZe li se zadovoljavajuci terapijski
raspon primjenom standardnih doza lijeka

preoperativno (kada je kod
planiranog zahvata povecan rizik

za krvarenje)

Kod bolesnika koji ée biti podvrgnuti operacijskom zahvatu
visokog rizika od krvarenja preporucuje se potpuna
eliminacija lijeka iz cirkulacije zbog sigurnosti za pacijenta

interakcije s drugim lijekovima

Kod bolesnika koji primaju vise lijekova a za koje su poznate
ili jo$ nisu dokazane interakcije s DOAK lijekovima, postoji
moguénost smanjenog ili pojacanog ucinka DOAK lijeka

te se mjerenjem njegove koncentracije procjenjuje rizik od
akumulacije ili neucinkovitosti lijeka
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Slika 1. Postupak s bolesnikom na terapiji DOAK lijekom prije hitnog invazivnog
zahvata.

LIJEKOVI KOJI NEUTRALIZIRAJU UCINAK DOAK LIJEKOVA
(ANTIDOTI)

Idarucizumab (Praxbind® Behringer Ingelheim) je indiciran za primjenu
kod bolesnika na terapiji dabigatranom prije hitnih operativnih ili
drugih invazivnih zahvata te kod bolesnika kod kojih je prisutno po Zivot
opasno ili nekontrolirano akutno krvarenje. Idarucizumab je fragment
humaniziranog monoklonskog protutijela i ima vrlo visok afinitet vezanja
za dabigatran (300x visi od trombina).

Idarucizumab se primjenuje u dozi od 5 g intravenski, a neutralizirajuci
ucinak je trenutan. Bolesnik postize normalnu hemostazu za 4 sata. Za
sada nisu poznate kontraindikacije.
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Andeksanet alfa (Ondexxya® AstraZeneca) je prvi i trenutno
jedini uvjetno odobreni lijek od strane Europske medicinske agencije
(engl. European Medical Agency, EMA) 2019. godine, koji neutralizira
antikoagulacijski ucinak direktnih inhibitora FXa (rivaroksabana i
apiksabana). Isto kao i idarucizumab, primjenjuje se kod bolesnika koji
moraju biti hitno podvrgnuti operativhom ili drugom invazivnhom zahvatu
te kod zZivotno ugrozavajudih ili nekontroliranih akutnih krvarenja.

Primjenjuje se kao intravenski bolus uz infuziju sljedecih 120 minuta, a
doza je ovisna o dozi DOAK-a koju bolesnik uzima kao i o vremenu proteklom
od prethodne uzete doze lijeka. Neutralizirajuci ucinak na rivaroksaban
i apiksaban postize se 2 - 5 minuta nakon primjene bolusa, a potpuna
normalizacija hemostaze u bolesnika za 12 sati.
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FARMAKOLOSKA SVOJSTVA
DOAK LIJEKOVA

Primjena DOAK-a kao nove generacije lijekova u prevenciji i
lijecenju tromboembolijskih stanja u kontinuiranom je porastu tijekom
posljednjih desetak godina. Prema mehanizmu antikoagulacijskog
djelovanja, DOAK lijekovi dijele se u dvije skupine: direktni inhibitori
trombina (dabigatran) i izravni inhibitori Fxa (rivaroksaban, apiksaban,
edoksaban i betriksaban).

U usporedbi s varfarinom koji djeluje kao antagonist vitamina K
(engl. vitamin K antagonists, VKA), DOAK lijekovi imaju znatno brzi
pocetak i prestanak terapijskog djelovanja, bolja farmakokineticka i
farmakodinamicka svojstva, primjenjuju se u fiksnoj dnevnoj dozi te
ne zahtijevaju rutinsko laboratorijsko pracenje. Nakon oralne primjene,
DOAK lijekovi brzo se apsorbiraju i imaju relativno kratko poluvrijeme
Zivota (5 - 20 sati). Klju¢ne interakcije s drugim lijekovima (lijek-lijek
interakcije) posredovane su uglavhom P-gp-om kao prijenosnikom
(dabigatran), odnosno CYP3A4 enzimom i P-gp-om (rivaroksaban,
apiksaban, edoksaban). Farmakoloska svojstva pojedinih DOAK lijekova
prikazana su u Tablici 2, a klini¢ki znacajne interakcije DOAK-a s drugim
lijekovima navedene su u Tablici 3.
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Direktni inhibitor trombina

Dabigatran (Pradaxa’, Boehringer Ingelheim) ostvaruje antikoagulacijski
ucinak kao kompetitivniiireverzibilnidirektniinhibitor trombina (aktivirani
faktor zgruSavanja IlI, Flla). Lijek se veZze za aktivnho mjesto trombina
slobodnog u cirkuaciji kao i na trombin vezan u ugrusku (trombu) i na taj
nacin sprjecava pretvorbu fibrinogena u fibrin. Primjenjuje se oralno kao
esterskiinaktivni prolijek dabigatran eteksilat (DABE) koji nakon apsorpcije
prolazi kroz dva uzastopna koraka aktivacije karboksilazama (CES) u
crijevima i jetri kako bi nastao farmakoloski aktivni metabolit dabigatran
(DAB). U prvom koraku DABE se pomodu crijevne karboksilesteraze 2
(CES2) prevodi u intermedijarni metabolit dabigatran etil ester (M2),
koji dalje prelazi u konacni aktivni metabolit DAB pomocu jetrene
karboksilesteraze 1 (CES1). Dabigatran se primjenjuje u fiksnim dozama
ovisno o klinickoj indikaciji, dobi i funkciji bubrega dva puta dnevno pri
lijeCenju NVAF i VTE, a iznimno jednom dnevno u tromboprofilaksi (nakon
ugradnje proteze koljena ili kuka u bolesnika s bubreznim zatajenjem
(klirens kreatinina (CICr) 30 - 50 mL/min)) ili onih starijih od 75 godina te
uz istodobnu primjenu P-gp inihibitora. BioraspoloZivost dabigatrana je
oko 7 %. Na apsorpciju lijeka ne utjece hrana. Dabigatran se vrlo malo (5
- 8 %) apsorbira iz probavnog trakta jer ima visok afinitet za P-gp. Od svih
DOAK lijekova dabigatran se najmanje veze na proteine plazme (35 %),
pa je jedini lijek koji se iz cirkulacije moze ukloniti hemodijalizom. Oko 20
% apsorbiranog dabigatrana metabolizira se u jetri konjugacijom u acil-
glukoronide koji su takoder aktivni metaboliti dabigatrana.

Maksimalnu koncentraciju u cirkulaciji dabigatran postize za oko 2 sata
(1 - 3 sata) nakon oralne primjene. Stabilne koncentracije lijeka u plazmi
postizu se unutar 3 dana od pocetka primjene lijeka.
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Do 80 % cirkulirajuceg dabigatrana izluCujuje se putem bubrega, a
neapsorbirani lijek izlu¢uje se fecesom. S obzirom na vrlo visok udio lijeka
koji se izluCuje putem bubrega i poluzivot lijeka u cirkulaciji, doziranje
lijeka ovisi o bubreznoj funkciji. Prosje¢no poluvrijeme eliminacije u
osobe s urednom funkcijom bubrega iznosi 12 - 14 sati, a produZuje se
Cak do 35 sati u bolesnika s bubreznom insuficijencijom razmjerno tezini
bubrezne bolesti. U bolesnika lijeCenih dabigatranom koji imaju bubreznu
insuficijenciju treba pratiti bubreznu funkciju jer je kod teskih oStecenja
bubrega (CrCl < 30 mL/min) primjena dabigatrana kontraindicirana. Kod
bolesnika s umjerenom bubreznom insuficijencijom (CrCl 30 - 50 mL/min)
potrebno je primijeniti manje doze lijeka.

Dabigatran eteksilat ne metabolizira se enzimskim sustavom citokroma
P450 (CYP450), ali je supstrat za P-gp. P-gp je o adenozin-trifosfatu (ATP-u)
ovisan prijenosnik uklju¢en u transport molekula substrata krozmembranu
stanica koje ga izrazavaju. Buduci da se dabigatran eteksilat brzo prevodi
u svoj aktivni oblik koji nije substrat za P-gp, interakcije s P-gp-om odvijaju
se samo u gastrointestinalnom traktu. P-gp je izrazen u razlicitim tkivima,
a osobito u tankom crijevu i bubregu paima vaznu ulogu u farmakokinetici
dabigatran eteksilata. Stoga, istodobna primjena snaznih inhibitora P-gp
(Tablica 3) moze znacajno povecati koncentraciju dabigatrana u plazmi
zbog pojacanog transporta lijeka kroz membranu, povecane apsorpcije i
smanjene ekskrecije, a to u konacnici moze povecati rizik od nezeljenih
u¢inaka dabigatrana, u prvom redu od krvarenja. Takoder, istodobnu
primjenu potrebno je izbjegavati i s induktorima P-gp-a jer ovi lijekovi
mogu utjecati na smanjenje koncentracije dabigatrana u cirkulaciji, i time
umanijiti njegov antikoagulacijski u¢inak.

Dabigatran nije supstrat, inhibitor ili induktor citokroma CYP450 pa
nema klinicki znacajnih interakcija s lijekovima koji se metaboliziraju ovim
putem.
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Direktni inhibitori FXa

DOAK lijekovi ove skupine inhibiraju slobodni FXa kao i onaj vezan u
kompleksu protrombinaze te FXa vezan u patoloskom ugrusku (trombu).
Imaju bolju oralnu bioraspoloZivost u odnosu na dabigatran (47 - 66 %
ovisno o lijeku). Hrana povecava apsorpciju, odnosno bioraspolozivost
rivaroksabana, a nema znacajan utjecaj na ostale lijekove iz ove skupine.
Primjenjujuseufiksnojoralnojdozijednom dnevno,uzizuzetak apiksabana
koji se uzima dva puta dnevno. Za razliku od dabigatrana, DOAK lijekovi iz
skupine direktnih inhibitora FXa nisu prolijekovi, ve¢ se uzimaju kao aktivni
oblik lijeka. Maksimalnu koncentraciju u plazmi postizu 1 - 4 sata nakon
primjene lijeka. Poluvrijeme Zivota u cirkulaciji je 5 - 12 sati uz izuzetak
betriksabana (19 - 25 sati). Direktni inhibitori FXa imaju nizi bubrezni
klirens u odnosu na dabigatran te se u manjoj mjeri (25 - 66 % doze ovisno
o lijeku) izluCuju putem bubrega. Ostali putovi eliminacije iz organizma
vezani su za hepatic¢ki metabolizam, bilijarnu i crijevnu eliminaciju. Lijekovi
ove skupine vezu se na proteine plazme u znatno vecoj mjeri u odnosu na
dabigatran te se iz cirkulacije ne mogu ukloniti hemodijalizom.

Rivaroksaban i apiksaban metaboliziraju se citokromom P450,
izoenzimima CYP3A4iCYP3A5,dok se edoksaban minimalno, a betriksaban
uop¢e ne metabolizira ovim enzimskim sustavom. Nadalje, svi DOAK
lijekovi iz ove skupine substrati su za P-gp. Stoga, istodobna primjena
drugih lijekova koji koriste navedene metabolicke puteve, odnosno CYP450
enzimski sustav i/ili P-gp, moze izravno utjecati na koncentraciju pojedinih
lijekova ove skupine, odnosno na njihovo antikoagulacijsko djelovanje i
nezZeljene ucinke lijeka.
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Rivaroksaban

Rivaroksaban (Xarelto, Bayer) se nakon oralne primjene brzo apsorbira
te mu je bioraspolozivost 66 % ako se uzima bez hrane, a povecava se na
>80 % kada se lijek uzima s hranom, pa se preporucuje uzimanje lijeka uz
obrok. Najvisa koncentracija u plazmi postize se 2 - 4 sata nakon primjene.
U cirkulaciji je ¢ak 90 - 95% lijeka vezano na proteine plazme, uglavnom na
albumin. Rivaroksaban se najvec¢im dijelom (dvije treéine uzete doze lijeka)
metabolizira citokromom P450, izoenzimima CYP3A4, CYP3A5, CYP2C8
i CYP2J2, a manjim dijelom i mehanizmima neovisnim o CYP450 te je
supstrat za prijenosnike P-gp i BRCP (engl. Breast Cancer Resistance Protein,
BRCP). Metabolickim putevima nastaje 18 razlicitih neaktivnih metabolita
koji se potom podjednako eliminiraju urinom i fecesom. Od svih DOAK
lijekova iz skupine inhibitora FXa, rivaroksaban se u najvecoj mjeri izlucuje
urinom (oko 66 %), od ¢ega oko jedna trec¢ina u nepromijenjenom obliku,
a ostalo u obliku inaktivnih metabolita. Poluvrijeme Zivota rivaroksabana
u cirkulaciji je 6 - 9 sati, a do 13 sati u starijoj Zivotnoj dobi (> 70 godina).
Inter-individualna varijabilnost koncentracija rivaroksabana iznosi izmedu
30i 40 %.

Interakcije rivaroksabana s drugim lijekovima posredovane su CYP450
enzimima te P-gp i BRCP prijenosnicima. Istodobna primjena lijekova
koji su snazni inhibitori CYP3A4, CYP3AS5 i/ili P-gp i BRCP (Tablica 3) moze
utjecati na porast koncentracije rivaroksabana u cirkulaciji i time povedati
rizik od krvarenja, pa snazne inhibitore CYP450 enzima i P-gp/BRCP
treba izbjegavati u kombinaciji s rivaroksabanom. Prema rezultatima
dosadasnjih ispitivanja, lijekovi koji su umijereni inhibitori CYP450 i
P-gp mogu se primjenjivati u kombinaciji s rivaroksabanom jer za njih
nije utvrden znacajan klinicki utjecaj. Primjena lijekova koji su snazni
induktori izoenzima CYP3A4, CYP3A5 i/ili P-gp moZe rezultirati smanjenjem
koncentracije rivaroksabana u plazmi pa ih treba izbjegavati u kombinaciji s
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rivaroksabanom. Takoder, potrebno je izbjegavati biljne pripravke i dodatke
prehrani s antitrombocitnim /ili antikoagulantnim djelovanjem (Tablica 3).

Apiksaban

Apiksaban (Eliquis’,Pfizer, Bristol-Myers Squibb) je direktni oralni
inhibitor FXa na koji, kao i rivaroksaban, ima reverzibilan i vrlo selektivan
inhibicijski ucinak. BioraspoloZivost apiksabana je 50 %, a maksimalnu
koncentraciju u cirkulaciji postize unutar 3 sata (1 - 3 sata) nakon uzimanja
lijeka. Kao i rivaroksaban, i apiksaban se u cirkulaciji zna¢ajno veze na
proteine plazme (87 %). Za razliku od rivaroksabana, hrana ne utjece na
bioraspolozivost apiksabana. Nakon oralne primjene, nepromijenjeni
apiksaban je glavna aktivna komponenta u plazmibez prisutnosti aktivnih
cirkulirajuéih metabolita. Eliminira se iz organizma u znatno manjoj mjeri
putem bubrega (25 %) i to u nepromijenjenom obliku, dok se ostatak
lijeka i inaktivnih metablita izlu¢uje fecesom (56 %). Poluzivot apiksabana
u cirkulaciji iznosi prosje¢no 12 sati. Intra-individualna varijabilnost je
20 %, a inter-individualna varijabilnost 30 %.

Apiksaban se transportira putem P-gp i BCRP prijenosnika.
Metabolicki putevi apiksabana uklju¢uju o-demetilaciju, hidroksilaciju
i sulfataciju hidroksiliranog o-demetilapiksabana. Lijek se metabolizira
u jetri prvenstveno putem CYP3A4 i CYP3A5 izoenzima, uz znatno maniji
doprinos ostalih izoenzima (CYP1A2, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19) te
sulfotrasferazama SULT1Al i SULT1A2. Interakcije s drugim lijekovima
javljaju priistodobnoj primjeni lijekova koji su snazniinhibitoriiliinduktori
CYP3A4 i CYP3A5 i/ili P-gp (Tablica 3). Lijekovi koji su snazni inhibitori ovih
izoenzima/prijenosnika povecavaju koncentraciju apiksabana u plazmi
Cak dvostruko. Suprotno, istodobna primjena snaznih induktora CYP3A4,
CYP3A5i/ili P-gpiapiksabana mozerezultiratismanjenom koncentracijom
apiksabana u plazmi. Umjereni inhibitori CYP3A4 i P-gp mogu se uzimati
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istodobno s apiksabanom bududi da nije utvrden utjecaj varijabilnosti
koncentracije na klinicki u¢inak lijeka.

Edoksaban

FXa. Bioraspolozivost mu je oko 60 %, a hrana nema utjecaja na apsorpciju
edoksabana. Najveéa koncentracija u plazmi postiZe se unutar 1 - 2 sata
od uzimanja lijeka, a poluzivot u cirkulaciji iznosi 8 - 10 sati. Oko 60 %
lijeka u cirkulaciji veze se na proteine plazme (znac¢ajno manje u odnosu
na rivaroksaban i apiksaban). Oko 35 % apsorbirane doze lijeka izlucuje
se kao nepromijenjena frakcija bubregom, a ostatak se izlucuje fecesom.

Za razliku od rivaroksabana i apiksabana, edoksaban se vrlo malo
(do 10 %) metabolizira pomocu CYP450 enzimskog sustava, veé su u
metabolizam ukljuceni izoenzimi jetrene karboksiesteraze (CES1), a u
manjoj mjeri CYP3A4 i CYP3A5 te glukoronidacija pri ¢emu nastaju tri
aktivna metabolita. Metaboliti M1 i M4 nastaju hidrolizom edoksabana uz
djelovanje CES1, dok M6 nastaje djelovanjem CYP3A4 i CYP3A5 izoenzima.
S obzirom da u metabolizmu edoksabana enzimi CYP sustava nisu
znacajno zastupljeni, interakcije s lijekovima koji su induktori ili inhbitori
CYP3A4 i CYP3A5 nemaju klinicki znacajan utjecaj na koncentracije
edoksabana u cirkulaciji.

Edoksaban je substrat za P-gp, pa su interakcije edoksabana prisutne
pri istodobnoj primjeni snaznih i umjerenih induktora ili inhibitora P-gp
(Tablica 3). Istodobna primjena snaznih P-gp inhibitora mozZe povecati
koncentraciju edoksabana u cirkulaciji za oko 1,5 do 2 puta.

Visoke doze acetilsalicilne kiseline (325 mg) u kombinaciji s
edoksabanom povecavaju vrinu koncentraciju edoksabana jer smanjuju
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njegovo izlu¢ivanje putem bubrega, dok uobicajene doze od 100 mg za
antiagregacijsku terapiju ne mijenjaju ucinak ni koncentraciju edoksabana.

Betriksaban

skupine direktnih oralnih inhibitora FXa. Za sada je lijek odobrila samo
FDA, dok u Europi, a time i u Hrvatskoj joS nije u klini¢koj primjeni.
BioraspolozZivost betriksabana je oko 47 %. Buduci da nije dokazano
da hrana znacajno utjee na apsorpciju, odnosno na bioraspolozivost
lijeka, preporucuje se uzimanje lijeka uz obrok u svrhu smanjenja intra-
individualne varijabilnosti koncentracije u plazmi. Oko 60 % apsorbirane
doze lijeka u cirkulaciji se veze na proteine plazme. Najveca koncentracija
postize se 3 - 4 sata nakon uzimanja lijeka, a poluvrijeme eliminacije iz
plazme dulje je u odnosu na ostale DOAK lijekove iz ove skupine te iznosi
oko 20 sati (19 - 25 sati). Lijek se najveé¢im dijelom u nepromijenjenom
obliku izlu¢uje putem zuci, odnosno fecesom (85 %), dok se putem bubrega
eliminira samo oko 17 % lijeka.

Za razliku od ostalih direktnih inihibitora FXa (rivaroksabana i
apiksabana), betriksaban se minimalno (< 1 %) metabolizira CYP450
enzimskim sustavom pa istodobna primjena lijekova koji se metaboliziraju
ovim putem nema utjecaja na koncentraciju lijeka u plazmi, $to znacajno
smanjuje pojavnost interakcije s drugim lijekovima. Nakon apsorpcije lijek
se prevodi u dva glavna inaktivna metabolita hidrolizom neovisnom o
CYP450 enzimskom sustavu. Betriksaban je substrat za P-gp pa istodobna
primjenasnaznih P-gp inhibitorailiinduktora utjece na koncentraciju lijeka
u plazmi. Snazni inhibitori P-gp povecavaju koncentraciju, a induktori
smanjuju koncentraciju betriksabana u plazmi. Osobito je znacajan utjecaj
snaznih inhibitora P-gp koji pri istodobnoj primjeni s betriksabanom mogu
povecati njegovu koncentraciju u plazmi 2,5 do 5 puta.
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Tablica 2. Farmakoloska svojstva DOAK-a.

DOAK lijek
Svojstva DOAK lijeka Dabigatran Rivaroksaban | Apiksaban | Edoksaban | Betriksaban
Mehanizam dielovania inhibicija Flla inhibicija inhibicija inhibicija inhibicija
J ) (trombina) FXa FXa FXa FXa
. o 66 (bez hrane)
Bioraspolozivost (%) 7 >80 (s hranom) 50 62 47
Vrijeme postizanja
vréne koncentracije u 1-3 2-4 1-3 1-2 3-4
plazmi (sati)
5-9
Poluvrijeme eliminacije * (odrasle osobe); ) )
(sati) 12-17 11-13* 12 8-10 19-25
(>70god.)
1102ﬁ§3’m 1x 10, 1x2,5 1x30 1% 40
Doziranje (mg) li1x75 g 15120 mg** i5mg 160 mg i80mg
110150 mg***
Vezanje na protein 35 % 87 60 60
plazme (%)
Aktivni metaboliti acil- - nema nema nema nema
glukuronidi
Metabolizam CYP450 ne da da <10 % ne
P-gp transport da da da da da
Metabolizam BCRP ne da da ne ne
Eliminacija lijeka (%)
bubregom 80 66 25 35 17
80 (ostalo
fecesom 20 33 75 65 bilijarni
sustav)
Uzimanje s hranom ne da** ne ne da****

*u starijih osoba (>70 god.) vrijeme eliminacije moze biti produzeno i do 13 sati za rivaroksaban i do 24 sata za
dabigatran; **uzimanje lijeka u dozi od 15 i 20 mg uz obrok poboljsava apsorpciju lijeka; ***tromboprofilaksa u
nekih bolesnika (vidi Farmakoloska svojstva DOAK lijekova, Direktni inhibitor trombina); ****doprinosi manjoj
intra-individualnoj varijabilnosti koncentracija u cirkulaciji
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Tablica 3. Interakcije DOAK-a s drugim lijekovima koji se transportiraju ili metaboliziraju
istim metabolickim putevima: P-gp transporterom i CYP3A4 enzimom.

DOAK lijek
Farmako-
kineticki Dabigatran Rivaroksaban Apiksaban Edoksaban Betriksaban
cimbenici
antimikotici:
ketokonazol
itrakonazol
vorikonazol i
posakonazol
inhibitori HIV antimikotici:
proteaza: ketokonazol
ritonavir itrakonazol
konivaptan vorikonazol
Jaki inhibitori posakonazol
e NP CYP3A4: NP NP
nhibitor atazanavir inhibitori
ceritinib HIV proteaza:
klaritromicin - 8 '
kobicistat ritonavir
darunavir R L
lopinavir klaritromicin
nefazodin
tukatinib
telitromicin
imatinib
krizotinib
rifampicin fenitoin
karbamazepin
fenobarbital rifampicin
gospina trava fenitoin
%deuﬁ?)ri NP midazolam karbamazepin NP NP
atorvastatin fenobarbital
apalutamid gospina trava
Lumakaftor-
ivakaftor
kinidin o
ketokonazol antimikotici: antimikotici: ) )
verapamil ketokonazol, ketokonazol ciklosporin
amiodaron itrakonazol itrakonazol eritromicin
itrakonazol vorikonazol i vorikonazol i dronedaron
b dronedaron posakonazol konazol ketokonazol | amiodarone
rep klaritromicin konivaptan posakonazo kinidin kinidin
inhibitori ; TR inhibitori HIV ; i
tikagrelor inhibitori HIV nhi verapamil verapamil
ciklosporin proteaza: proteaza: amiodaron
takrolimus ritonavir ritonavir imatinib
imatinib imatinib imatinib krizotinib
glekaprevir/ Krizotinib krizotinib
pibrentasvir
. - . - oo rifampicin
P-gp fenitoin atorvastatin digoksin fenobarbital karbamazepin erdafitinib
induktori d en deksametazon fenobarbital lasmiditan
eksametazon deksametazon d
. . eksametazon
gospina trava gospina trava .
gospina trava

CYP3A4 - citokrom 450 3A4; P-gp - P glikoprotein; NP - nije primjenjivo (do sada nisu utvrdene interakcije)

26




FARMAKOGENETIKA
DOAK LIJEKOVA

Farmakogenomika DOAK lijekova novo je podrudje istrazivanja radi
ispitivanja potencijalne uloge genetskih cimbenika u inter-individualnoj
varijabilnosti DOAK lijekova i posljedicnom ucinku na ishod lijecenja.
Naime, unato¢ predvidivoj farmakokinetici i farmakodinamici te
Sirokom terapijskom rasponu, DOAK lijekovi pokazuju znacajnu inter-
individualnu varijabilnost koncentracija u plazmi koja moze rezultirati
razli¢itim odgovorom na lijecenje, odnosno pojavom nezeljenih ucinaka
lijeka (krvarenje ili tromboembolijski dogadaji). Osim &imbenika kao
$to su dob, spol, rasa, pusenje ili prehrana koji mogu doprinositi inter-
individualnoj varijabilnosti DOAK lijekova, dosadasnja ispitivanja upucuju
i na potencijalni utjecaj genskih varijanti i interakcija s drugim lijekovima
kao vaznim (Cimbenicima inter-individualne varijabilnosti. Utjecaj
genskih varijanti povezan je s polimorfizmima gena koji kodiraju proteine
odgovorne za aktivaciju, transport ili metabolizam DOAK lijekova (Tablica
4). Prema rezultatima dosadasnjih istrazivanja, gen-lijek interakcije
najéeS¢e su posredovane genima CES1, ABCB1l i CYP3A4, odnosno
polimorfizmima jednog nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism,
SNP) ovih gena. lako se pojedine polimorfne varijante gena kandidata
povezuju s razlikama u vrsnim i/ili minimalnim koncentracijama u plazmi,
povezanost varijabilnosti koncentracija sa neZeljenim ucincima lijecenja
jos$ je uvijek slabo ispitana i nejasna. Primjerice, do danas nije utvrdena

povezanost povecanog rizika za krvarenje i odredenog polimorfizma
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gena ukljucenih u metabolizam DOAK lijekova. Jedino istrazivanje koje
upucuje na klinicku korisnost genotipizacije polimorfizama gena za
DOAK lijekove odnosi se na jedan polimorfizam CES1 gena u bolesnika
lijeCenih dabigatranom. Ostala istrazivanja koja su ukljucivala ispitivane
polimorfizme navedenih gena za sada ne zadovoljavaju kriterije
za implementaciju u klini¢ckoj praksi. Drugim rije¢ima, na temelju
dosadasnjih rezultata istrazivanja povezanosti farmakogenetike i ishoda
lije¢enja nije moguce dati preporuke za farmakogenetsko testiranje DOAK
lijekova. Za razliku od lijekova iz skupine antagonista vitamina K (VKA),
za koje temeljem provedenih opseznih farmakogenetskih testiranja
postoje algoritmi doziranja povezani s genotipom bolesnika, za DOAK
lijekove tek je potrebno provesti opsezne prospektivne klinicke studije.
Dakle, nije zadovoljen osnovni preduvjet za utvrdivanje potencijalne
klinicke korisnosti genotipizacije polimorfizama prije pocetka lijecenja
odgovaraju¢im DOAK lijekom. Razumijevanje utjecaja genskih varijanti
na lijecenje DOAK lijekovima moglo bi pridonijeti individualizaciji terapije
s obzirom na vrstu i dozu lijeka, temeljenoj na specificnim genskim
varijantama svakog bolesnika kako bi se poboljsala ucinkovitostisigurnost
lijeCenja. Naime, osnovni cilj primjene farmakogenetickog testiranja za
DOAK lijekove jest odabir najprikladnijeg lijeka za pojedinog bolesnika
s najmanjim rizikom za varijabilnost koncentracija u plazmi i nezeljene
ucinke lije¢enja. Pri interpretaciji varijabilnosti koncentracija lijeka i
posljedicne antikoagulantne ucinkovitosti treba uzeti u obzir i mogucu
povezanost poznatih genskih varijanti s drugim, za sada jo$ nepoznatim
genskim varijantama. Uz to, osim do sada utvrdenih genskih varijanti,
i drugi ¢imbenici, kao Sto su rijetke mutacije, epigenetski mehanizmi,
metilacija DNA i okolisni ¢imbenici moraju se razmotriti kao potencijalni
Cimbenici inter-individualne varijabilnosti DOAK lijekova.
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Tablica 4. Geni koji kodiraju proteine ukljucene u aktivaciju, transport i metabolizam
DOAK lijekova.

DOAK Aktivacija Transport Metabolizam
UGT1A9,
. CES1,
Dabigatran ABCB1 UGT2B7,
CES2
UGT2B15
CYP3A4,
ABCB1, CYP3AS,
Rivaroksaban - ABCG2 CYP2CS8,
CYP2J2,
BRCP
CYP3A4,
CYP3A5,
. ABCB1,
Apiksaban - CYP1A2,
ABCG2
CYP2J2
SULT1A1
CES1,
ABCB1,
Edoksaban - CYP3A4,
SLCO1B1
CYP3A5
Hidroliza
Betriksaban - ABCB1 neovisna o
CYP450

ABCB1: o ATP-u ovisan prijenosnik potporodice B 1 (engl. ATP-binding cassettesub-family B member
1), takoder poznat kao MDR1 i P-glikoprotein; ABCG2: o ATP-u ovisan prijenosnik potporodice G 2
(engl. ATP-binding cassettesub-family G member 2), takoder poznat kao BCRP; CES: karboksiesteraza
(engl. carboxylesterase); CYP: natporodica metabolickih enzima citokroma P450 (engl. Cytochrome
P450); SLCO1B1: porodica topljivih organskih anionskih transportera (engl. Solute carrier organic anion
transporter family, member 1B1); UGT: UDP-glukuroniltransferaza (engl. UDP-glucuronyltransferase);
SULT1AL: sulfotransferaza 1A1 (engl. sulfotransferase 1A1).

29



Farmakogenetika dabigatrana

Polimorfizmi CES1 i ABCB1 gena ukljuceni u aktivaciju i transport
dabigatrana do sada su naj¢eS¢e dokumentirane genske varijante koje

Aktivacijski CES1 i CES2 enzimi (kodirani genima na 16. kromosomu)
su karboksilesteraze koje hidroliziraju razlic¢ite ksenobiotike i endogene
substrate. Aktivacija dabigatran eteksilata u aktivni dabigatran znatno
viSe ovisi o aktivnosti CES1 enzima u odnosu na CES2. Genske varijante
za jetrenu karboksilazu (CES1) koja katalizira pretvorbu M2 metabolita
(intermedijarni metabolit koji nastaje djelovanjem crijevne karboksilaze
CES2 na dabigatran eteksilat) u aktivni oblik dabigatrana utjeCe na
farmakokinetiku dabigatrana. Kod ljudi, CES1 izoforma enzima je
osim u jetri izrazena i u crijevima te je do sada opisano oko 2000
polimorfizama. Za tri SNP polimorfizma do sada je utvrdena povezanost s
farmakokineti¢kim svojstvima dabigatrana, medu kojima je i polimorfizam
koji rezultira smanjenjem funkcije CES1 enzima te posljedi¢no usporenim
metabolizmom dabigatrana i njegovih metabolita (M1iM2).

Za polimorfizme CES1 utvrdena je povezanost sa smanjenom
koncentracijom dabigatrana u plazmi, $to u lijecenih bolesnika smanjuje
i rizik od krvarenja (rizik je 15 % manji kod heterozigota i 28 % kod
homozigota), dok istodobno nema povezanosti s pove¢anim rizikom za
tromboembolijske dogadaje. Naime, pokazalo se da je kod bolesnika s
visokom minimalnom koncentracijom dabigatrana rizik za krvarenje veci
u odnosu na bolesnike s visokim vrSnim koncentracijama dabigatrana.
Nize minimalne koncentracije lijeka osiguravaju stvaranje privremenog
stabilnijeg hemostatskog ugruska na mjestu ozljede krvne Zile, ¢ime se

izravno smanjuje i rizik od krvarenja u slucaju ozljede bolesnika lijeCenog
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dabigatranom. S obzirom da CES1 genski lokus ima viSe od 2000 genskih
varijanti, istrazivani su i drugi polimorfizmi i njihov potencijalni ucinak
na minimalne i vrSne koncentracije dabigatrana. Pokazano je da je jedan
od SNP polimorfizama povezan s varijabilnoS¢u i vrsnih i minimalnih
koncentracija u smjeru poveéanih vrijednosti, ali bez klinickog utjecaja na

rizik od krvarenja.

Osim polimorfizama CES1 genai spol se pokazao ¢Cimbenikom koji moze
doprinositi varijabilnosti u farmakokinetici dabigatrana jer je aktivnost
CES1 enzima u jetri zena znacajno veca u odnosu na muskarce, Sto moze

imati izravan utjecaj metabolizam lijeka.

Na bioraspoloZivost dabigatrana utje¢e i ABCB1 gen koji kodira
prijenosnik P-gp ovisan o ATP-u. ABCB1 gen se nalazi na kromosomu 7 i
do sada je opisano vise od 1000 razli¢itih polimorfnih varijanti od kojih
su 4 najcesée. Medu njima je za dva pokazana povezanost s pove¢anom
vrsnom koncentracijom dabigatrana u cirkulaciji. Najvaznijom genskom
varijantom ABCB1 smatra se polimorfizam za koji je pokazana povezanost
sa znacajno povecanim vr$nim koncentracijama dabigatrana i posljedi¢no
poveéanim rizikom za krvarenje. Otkrivena je i druga polimorfna varijanta
takoder povezana s povecanim vrdnim koncentracijama dabigatrana za 12

%, ali bez povecanog rizika za krvarenje.

Uz navedene genske varijante enzima CES1 i ABCB1 koje mogu utjecati
na biotransformaciju dabigatran eteksilata i ucinkovitost aktivnog
oblika dabigatrana, u metabolizmu tj. eliminaciji dabigatrana sudjeluju i
glukoronidacijski enzimi UGT1A9, UGT2B7, UGT2B15. Smatra se da njihova
aktivnost moze imati utjecaj, u ovom sludaju, na sigurnost primjene
dabigatrana.Medunavedenatri,najvaznijienzimzaeliminacijudabigatrana

je UGT2B15 pa je pri primjeni dabigatrana vazno voditi racuna o moguéoj
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interakciji s lijekovima koji se metaboliziraju ovim enzimom (acetaminofen,
lorazepam, oksazepam, morfin, valproi¢na kiselina). Kompetitivnhom
interakcijom s enzimom UGT2B15 ovi lijekovi mogu usporiti metabolizam
dabigatrana i time povecati njegovu koncentraciju u cirkulaciji, a time
povecati rizik od krvarenja. Medutim, utjecaj polimorfizama UGT gena
na koncentraciju dabigatrana do sada nije ispitivan. O mogucem utjecaju
polimorfizama UGT2B15 gena na interindividualnu varijabilnost u
eliminaciji dabigatrana za sada se raspravlja iskljucivo na teoretskoj razini
uz pretpostavku da bi polimorfizmi ovog gena mogli utjecati na brzinu i
Medutim, buduci da navedeni UGT geni nisu ukljuceni u stvaranje aktivnih
metabolita, ne ocekuje se klinicki znadajan utjecaj na koncentraciju

dabigatrana u cirkulaciji.

Farmakogenetika rivaroksabana

ABCB1 i ABCG2 geni ukljuceni su u transport rivaroksabana pa je
mogudée ocekivati da promjene nukleotida u ovim genima utje¢u na
koncentraciju rivaroksabana (i apiksabana) u cirkulaciji. Dosadasnja
ispitivanja polimorfizama ABCB1 nisu pokazala utjecaj na inter-
individualnu varijabilnost koncentracija rivaroksabana. Od velikog broja
poznatih polimorfizama (> 100) ABCB1 gena, za dvije polimorfne varijante
objavljen je prikaz slucaja krvarenja bolesnika lijeCenog rivaroksabanom
te je pokazano da rezultiraju visokim vrSnim koncentracijama lijeka.
Suprotno, takav utjecaj opisanih polimorfizama ABCB1 gena nije potvrden
u dodatnom ispitivanju na zdravim dobrovoljcima.

Polimorfizmi ABCB1 gena koji kodira P-gp, te ABCG2 gena koji kodira
BRCP, ispitivani su u malom broju studija s ciljem utvrdivanja utjecaja
na farmakokinetiku rivaroksabana. Naime, P-gp i BRCP odgovorni su za
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bubreznu eliminaciju rivaroksabana jer omogucuju apsorpciju i ekskreciju
rivaroksabana teimaju ulogu vaznog prijenosnika lijeka u crijevaibubrezne
tubule. Polimorfne varijante ABCB1 i ABCG2 mogu utjecati na smanjeni
transport lijeka kao substrata u slucaju istodobne primjene rivaroksabana
i drugih lijekova. NajviSe je proucavan polimorfizam ABCG2 gena za koji
je pokazano da rezultira smanjenom aktivno$¢u BCRP-a i time smanjenim
transportom rivaroksabana.

Metabolizam rivaroksabana u jetri posredovan je izoenzimima
CYP3A4 i CYP2J2, kao i mehanizmima neovisnim o citokromu P450.
Dosadasnja ispitivanja pokazuju da i vrSne i minimalne koncentracije
rivaroksabana koreliraju s aktivno$c¢u izoenzima CYP3A4. lako je poznat
velik broj polimorfnih varijanti koje smanjuju aktivnost izoenzima CYP3A4,
dosadasnji rezultati ispitivanja utjecaja polimorfizama CYP3A4 proturjecni
su, a nije ni dokazan utjecaj na klinicki tijek ili ishod lijecenja.

Farmakogenetika apiksabana

Do sada je opisana povezanost nekih polimorfnih varijanti za ABCB1,
ABCG2 i CYP3A5 s klini¢ki znacajnim povecanim vrsnim i/ili minimalnim
koncentracijama apiksabana u cirkulaciji. Za samo jednu polimorfnu
varijantuABCB1lutvrdenjeutjecajnaporastvrinekoncentracijeapiksabana
u plazmi. Prema preliminarnim rezultatima postoje i polimorfne varijante
ABCB1 gena koje mogu rezultiratiinizimvrijednostimavrsnih koncentracija
apiksabana, iako ovaj utjecaj tek treba biti istrazen.

Najveci rizik za pojavu nezZeljenih ucinaka tijekom lijecenja
apiksabanom povezan je sa usporenim metabolizmom lijeka u jetri, pri
istodobnoj primjeni lijekova koji su snazni inhibitori CYP3A5 izoenzima.
Medu polimorfizmima CYP3A5 najvazniji je nefunkcionalni alel CYP3A5*3
Naime, fenotipski, osoba koja je nositelj barem jednog CY3A5*1 alela
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metabolizirat ce lijek brze od onih koji su nositelji CYP3A5*3 na oba
alela. Vecina Europljana nositelji su barem jednog CYP3A5*3 alela, dok su
osobe africkog podrijetla ve¢inom nositelji CYP3A5*1 alela. Koncentracije
apiksabana vece su kod homozigotnih nositelja CYP3A5*3 alela, zbog
Cega su kod ovih osoba izrazene interakcije s drugim lijekovima koji se
metaboliziraju CYP3A5 izoenzimom.

Pokazano je da nositelji nekoliko polimorfizama CYP1A2 gena
rezultiraju smanjenom aktivnos¢u CYP1A2 izoenzima, $to moze imati
klinicki utjecaj pri dugotrajnoj terapiji apiksabanom. U osoba koje su
uz to i homozigoti nefunkcionalnih alela CYP3A5 izoenzima, dolazi do
usporenog metabolizma apiksabana uz povecane koncentracije u plazmi i
posljedi¢no povecanogrizika za krvarenje zbog kumulativnog uc¢inka dvaju
polimorfizma te izostanka pomoc¢nog puta u metabolizmu apiksabana u
jetri putem CYP1A2 izoenzima.

Nadalje, nositelji SNP polimorfizama za CYP2C9 gen mogu
razli¢cito metabolizirati apiksaban. S klinickog stajaliSta nekoliko je
znacdajnih polimorfizama CYP2C9 gena. Tako primjerice, kod nositelja
nefunkcionalnih alela CYP2C9*2 i CYP2C9*3, apiksaban treba oprezno
davati s antiagregacijskim lijekom klopidogrelom koji u terapijskim
dozama inhibira CYP2C9 izoenzim. Ovo rezultira znacajno usporenim
metabolizmom (spori metabolizatori) lijekova koji se metaboliziraju putem
izoenzima CYP2C9 u bolesnika koji su homozigoti za nefunkcionalne alele
CYP2C9 gena, Sto povecava rizik od krvarenja pri istodobnoj primjeni
apiksabana i klopidogrela.

Najvazniji metabolicki putevi apiksabana uklju¢uju o-demetilaciju,
hidroksilaciju i sulfataciju, pri ¢emu je o-demetilapiksaban najvazniji
metabolit. Potencijalno vazan metaboli¢ki put ukljucuje sulfotransferaze
SULT1A1 i SULT1A2 koje prevode o-demetilapiksaban u sulfatni
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oblik. SULT1A1 enzim znatno je djelotvorniji od SULT1A2 u sulfataciji
o-demetilapiksabana. O-demetilapiksaban, najvazniji je metabolit i
¢ini Cak 25 % aktivnog apiksabana, dok je sulfatni oblik tj. o-demetil-
apiksaban-sulfat neaktivan tj. nema inhibitorni ucinak na FXa. Opisane
su tri genske varijante SULT1Al (SULT1A1*1, SULT1A1*2 i SULT1A1*3)
koje doprinose razlikama u sulfataciji aktivnog apiksabana, ali klinicki
utjecaj ovih polimorfnih varijanti nije jasno utvrden. Pretpostavka je da
razli¢iti aloenzimi SULT1Al enzima imaju razlic¢itu aktivnost te da tako
mogu doprinositi razlikama u antikoagulantnoj ucinkovitosti apiksabana
zbog utjecaja na koncentraciju apiksabana u cirkulaciji. Medutim, utjecaj
zastupljenih genskih varijanti SULT1A1 i SULT1A2 enzima na metabolizam
apiksabana takoder tek treba biti istrazen.

Farmakogenetika edoksabana

MoZe se ocekivati da polimorfne varijante gena (CES1, CYP3A4, CYP3A5)
koji kodiraju proteine uklju¢ene u metabolizam edoksabana te gena
(ABCB1 i SLCO1B1) koji kodiraju proteine uklju¢ene u njegov transport,
utjecu na koncentraciju edoksabana. Sobzirom da se edoksaban uglavnom
metabolizira putem CES1, a u znatno manjoj mjeri putem CYP3A4 i CYP3A5
izoenzima, te da se transportira putem P-gp, varijabilnost koncentracija
edoksabana u plazmi najvjerojatnije je vezana za polimorfne varijante
CES1iABCBL1 gena.

Edoksaban se moze metabolizirati u razli¢ite metabolite putem CES1 (<
10 %) i CYP3A4 (< 10 %) te glukoronidacijom, pri cemu nastali metaboliti ne
doprinose znacajno antikoagulantnoj aktivnosti edoksabana, ukljuéujudi
i najzastupljeniji metabolit M4 (nastaje djelovanjem CES1 enzima).
Edoksaban i metabolit M4 substrati su za P-gp kojeg kodira ABCB1 gen,
a ujedno su i substrati za organski anionski protein nosac (engl. organic
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anion carrier protein, OATP1B1) kojeg kodira SLCO1B1 gen, pa se moze
ocekivatida genskevarijante SLCO1B1 gena mogu utjecati na koncentraciju
edoksabana i M4 u plazmi. Za sada nije utvrden utjecaj polimorfizama
ABCBL1 i SLCO1B1 gena na farmakokinetiku edoksabana iako je pokazano
da kombinirana primjena edoksabana i inhibitora P-gp ili OATP1 povedava
koncentraciju edoksabana u cirkulaciji.

Za polimorfizme CES1 gena nije utvrden utjecaj na koncentraciju
edoksabana. Medutim, do danas je utjecaj polimorfnih varijanti ovih gena
slabo ispitan te zahtijeva daljnja istrazivanja.

lako CYP3A5 enzim vrlo malim dijelom sudjeluje u metabolizmu
edoksabana, interakcije edoksabana s lijekovima koji su snazni inhibitori
CYP3A5 izoenzima mogu se ocekivati u osoba koje su homozigotni
nositelji nefunkcionalnih alela CYP3A5 gena. Takvi nositelji usporavaju
metabolizam edoksabana u jetri te povecavaju koncentraciju edoksabana
u cirkulaciji, a time izazivaju vedi rizik od krvarenja.

Farmakogenetika betriksabana

S obzirom da je betriksaban najnoviji DOAK lijek, jo§ nema rezultata
istrazivanja o utjecaju genskih polimorfizama na farmakokinetiku i
farmakodinamiku betriksabana. Bududi da je u transport betriksabana
uklju¢en ABCBL1 gen koji kodira P-gp, mogucde je da polimorfne varijante
ovog gena imaju utjecaj na koncentraciju betriksabana u plazmi. Ostali
geni kandidati uklju¢eni u metabolizam drugih DOAK lijekova ne sudjeluju
u metabolizmu betriksabana pa se ocekuje manji utjecaj polimorfnih
varijanti gena (interakcije gen-lijek), odnosno drugih lijekova koji koriste
iste metabolicke puteve (interakcije lijek-lijek).
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UTJECAJ DOAK LIJEKOVA
NA REZULTATE KOAGULACIJSKIH PRETRAGA

DOAK lijekovi ostvaruju svoj antikoagulacijski ucinak ciljanim
djelovanjemnaspecifi¢ansegmenthemostatskogsustavastozaposljedicu
ima smanjenu koagulabilnost cirkuliraju¢e krvi. S obzirom na direktan
u¢inak DOAK lijekova na aktivnost hemostatskog sustava, razumljivo je da
DOAK lijekovi znacajno utjecu na rezultate veéine probirnih i specifi¢nih
pretraga hemostaze.

Utjecaj DOAK-a na probirne pretrage hemostaze

DOAK lijekovi utjeCu na rezultate sljedecih probirnih pretraga:
protrombinsko vrijeme (PV), aktivirano parcijalno tromboplastinsko
vrijeme (APTV) i trombinsko vrijeme (TV). Intenzitet utjecaja DOAK-a na
pojedine probirne pretrage hemostaze ovisi o nizu cimbenika, ukljuCujuci
mehanizam djelovanja lijeka, razli¢itost lijekova unutar iste skupine,
razli¢itu koncentraciju lijeka u cirkulaciji i razli¢itu osjetljivost komercijalnih
reagensa za istu pretragu. Utjecaj DOAK lijekova na pojedine probirne
pretrage hemostaze prikazan je u Tablici 5.

DOAK lijekovi razlicitog mehanizma djelovanja ocekivano imaju i
razli¢it utjecaj na rezultate pojedinih probirnih pretraga. Primjerice, izravni
inhibitor trombina (dabigatran) ima veci utjecaj na APTV u odnosu na PV,
te izrazit utjecaj na TV, dok lijekovi iz skupine izravnih inhibitora FXa imaju
vedi utjecaj na PV, a znatno maniji ili zanemariv utjecaj na APTV, a uopée ne
utjecu na rezultat pretrage TV.
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Nadalje, ¢ak i pojedini lijekovi iste skupine prema mehanizmu
djelovanja (rivaroksaban, apiksaban i edoksaban) imaju razlicit utjecaj
na istu probirnu pretragu. Primjerice, rivaroksaban ima najvedi utjecaj na
PV, dok apiksaban u terapijskim koncentracijama uopée nema znadajan

rezultat PV-a je izmedu rivaroksabana i apiksabana.

Koncentracija lijeka u cirkulaciji takoder je vazan ¢Cimbenik koji utjece na
rezultat probirnih pretraga pri cemu je taj utjecaj razmjeran koncentraciji
lijeka. Zbog kratkog poluzivota u cirkulaciji (5 - 15 sati), koncentracije lijeka
se znacajno razlikuju. Utjecaj lijeka na rezultate probirnih pretraga najvedi
jeuvrijemevrine koncentracije (1- 4 sata nakon uzimanja lijeka), a najmanji
u vrijeme minimalne koncentracije lijeka (neposredno prije sljedeée doze).
Stoga je i poznavanje vremena uzorkovanja krvi u odnosu na zadnju dozu
lijeka od kljucne vaznosti za interpretaciju rezultata pojedinih probirnih
pretraga.

Konacno, razliciti komercijalni reagensi za istu probirnu pretragu
pokazuju razliitu osjetljivost za DOAK lijekove, pa tako primjerice isti DOAK
lijek ima razlicit utjecaj na PV ovisno o primijenjenom tromboplastinskom
reagensu.

Osobito isticemo neutemeljene pokusaje primjene internacionalnog
normalizirajuceg omjera (INR) za procjenu antikoagulantog ucinka DOAK
lijekova iz skupine inhibitora FXa. Vazno je naglasiti da je INR mjerna
jedinica specificna za izraZzavanje rezultata pretrage PV u bolesnika
lije¢enih antikoagulantnim lijekovima iz skupine VKA (s obzirom da
kalibracijske plazme potjecu od plazme bolesnika lije¢enih varfarinom), te
se ova mjerna jedinica ne smije koristiti za interpretaciju rezultata PV-a u
bolesnika na DOAK lijekovima.

Za dabigatran, pretraga PV je nedovoljno osjetljiva te se ova pretraga
ni u kombinaciji s APTV-om ne moze koristiti za iskljuCivanje klinicki
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znacajne koncentracije dabigatrana u cirkulaciji. U odnosu na PV, APTV je
osjetljivija pretraga za dabigatran s obzirom da se radi o lijeku koji djeluje
kao inhibitor trombina. Vrijednost APTV-a unutar referentnog intervala
iskljuc¢uje koncentracije dabigatrana iznad terapijskih vrijednosti, ali ne
i unutar terapijskih vrijednosti. Medutim, utjecaj dabigatrana na rezultat
APTV-a ovisi o koriStenom reagensu jer razli¢iti komercijalni APTV reagensi
imaju i razlicitu osjetljivost za dabigatran.

Pokazano je da se kombiniranim odredivanjem PV-a i APTV-a uz
primjenu osjetljivih reagensa, a u slucaju rezultata unutar referentnog
intervala za obje pretrage, moze iskljuciti koncentracija dabigatrana iznad
50 ng/mL u cirkulaciji, ali ne i rivaroksabana. Koncentracije apiksabana
mogu biti i do 200 ng/mL uz vrijednosti obje pretrage unutar referentnog
intervala. Prema tome, vazno je naglasiti da rezultati PV-a i APTV-a unutar
referentnog intervala ne iskljucuju prisutnost terapijske koncentracije
DOAK lijekova u cirkulaciji.

Jedina potencijalna korisnost probirnih koagulacijskih pretraga PV i
APTV u bolesnika lije¢enih DOAK lijekovima iskljucivo je orijentacijska ili
kvalitativna procjena prisutnosti lijeka. Gruba procjena vazna je u hitnim
stanjimavitalno ugrozenih bolesnika kad su nedostupne analiticke metode
za mjerenje koncentracije lijeka u plazmi. Medu svim DOAK lijekovima
iz skupine izravnih inhibitora FXa, apiksaban ima najmanji utjecaj na
rezultate probirnih pretraga. Stoga ove probirne pretrage nije moguce
koristiti ni za kvalitativnu procjenu prisutnosti apiksabana u cirkulaciji pri
terapijskim dozama lijeka.

Suprotno, pretraga TV izrazito je analiticki osjetljiva na dabigatran te
je Cak i u bolesnika s niskim koncentracijama dabigatrana u cirkulaciji
(= 50 ng/mL), TV je najcesée produzeno iznad gornje granice mjernog
raspona (> 150 sekundi) za vec¢inu komercijalnih reagensa. lako dabigatran
kao izravni inihibitor trombina ima znacajan utjecaj na rezultat pretrage
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TV, ova je pretraga zbog izrazite preosjetljivosti neprikladna za procjenu
koncentracije ili antikoagulantnog ucinka dabigatrana. Stoga je jedina
potencijalna primjena pretrage TV u bolesnika lijeCenih dabigatranom
iskljucivanje klinicki znacajne koncentracije (> 30 ng/mL) ako je rezultat
pretrage unutar referentnog intervala.

DOAK lijekovi nemaju znacajan utjecaj na odredivanje fibrinogena.
Izuzetak mogu biti neki reagensi za odredivanje funkcionalne aktivnosti
fibrinogena cija primjena moze rezultirati laZzno nizim vrijednostima
fibrinogena. Primjena DOAK lijekova ne utjece na rezultate odredivanja
D-dimera, Sto je od izuzetne klinicke vaznosti u hitnim stanjima kada se
ova pretraga koristi za iskljucivanje VTE.

Premda su probirne pretrage hemostaze relativno jeftine, brze i
dostupne za izvedbu tijekom 24 sata u vecini laboratorija, nazalost nisu
standardizirane za DOAK lijekove zbog znacajne razlike u analitickoj
osjetljivosti pojedinih reagensa, kao i zbog ovisnosti o vremenu
uzorkovanja u odnosu na zadnju dozu. Zbog njihove nedovoljne
dijagnosticke osjetljivosti i specificnosti, probirne pretrage nisu prikladne
ni za kvantitativnhu procjenu koncentracije lijeka niti za procjenu njihova
antikoagulacijskog ucinka. S druge strane, poznavanje utjecaja DOAK
lijekova na rezultate probirnih pretraga, kao i ¢cimbenika koji uzrokuju taj
utjecaj, od iznimne je vaznosti za njihovu ispravnu interpretaciju.

Cinjenica da probirne pretrage nisu pouzdan pokazatelj procjene
koncentracije i/ili u¢inka DOAK-a, nametnula je usporedo s uvodenjem
ovih lijekova u klini¢ku praksu i razvoj analitickih metoda za kvantitativno
odredivanje koncentracije DOAK lijekova. Razvoj se odvijao u smjeru
osmisljavanja specificnih metoda koje se mogu primijeniti na
automatiziranim analitickim sustavima (koagulometrima) u sastavu
laboratorija za ispitivanje hemostaze, a o ¢emu ce biti rije u sljede¢em

poglavlju o analitickim metodama.
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Tablica 5. Utjecaj DOAK lijekova na probirne pretrage hemostaze

Pretraga

Direktni
inhibitor
trombina

Direktni
inhibitori
FXa

Obrazlozenje

Protrombinsko
vrijeme (PV)

+/-

+/++

Najveda osjetljivost na prisutnost rivaroksabana, umjerena
za edoksaban, a pretraga je neosjetljiva na prisutnost
apiksabana i pri vr$nim koncentracijama lijeka

Razli¢ita je osjetljivost za isti lijek ovisno o koristenom
reagensu (razli¢iti tromboplastini)
Nedovoljna osjetljivost i specificnost - pretraga nije prikladna
ni za kvalitativnu niti za kvantitativnu procjenu DOAK lijekova
Rezultat PV-a unutar referentnog raspona ne iskljucuje
terapijske vrijednosti DOAK lijeka

Aktvirano
parcijalno
trombo-
plastinsko
vrijeme (APTV)

++

+/-

Najveda osjetljivost za dabigatran

Slaba osjetljivost za lijekove iz skupine inhibitora FXa
Razli¢ita osjetljivost za isti lijek ovisno o koristenom reagensu
(razliciti aktivatori i fosfolipidi)

Nedovoljna osjetljivost i specifi¢nost - pretraga nije prikladna
ni za kvalitativnu niti za kvantitativnu procjenu DOAK lijekova

Rezultat APTV-a unutar referentnog raspona ne iskljucuje
terapijske vrijednosti DOAK lijeka

Trombinsko
vrijeme (TV)

4+

Rezultat TV-a unutar referentnog intervala iskljucuje klinicki
znacajnu koncentraciju dabigatrana (> 30 ng/mL) - moze

se koristiti kao brza probirna metoda u hitnim stanjima u
nedostatku kvantitativne metode za dabigatran

Rezultat TV-a produzen je ve¢ kod minimalnih koncentracija
lijeka (> 30 ng/mL) pa je pretraga zbog preosjetljivosti
neprikladna za procjenu koncentracije dabigatrana

Pri terapijskim koncentracijama lijeka, rezultat TV-a je
najcesce iznad gornje granice mjernog raspona (> 150 s) za
sve komercijalne reagense

Fibrinogen

DOAK lijekovi nemaju znadajan utjecaj na funkcionalnu
aktivnost fibrinogena. Nije utvrden utjecaj ni jedne
kvantitativne metode za lijekove iz skupine inhibitora FXa

Za neke reagense, aktivnost fibrinogena moze biti lazno
snizena u prisutnosti terapijskih vrijednosti dabigatrana.

D-dimer

DOAK lijekovi nemaju utjecaj na odredivanje D-dimera

+ = lijek utjece; - = lijek ne utjece na rezultat pretrage; +/- i -/+ = lijek moze, ali i ne mora imati utjecaj na

rezultat pretage
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Utjecaj DOAK-a na specificne pretrage hemostaze

Osimnarezultate probirnih pretragahemostaze, DOAK lijekoviznacajno
utjecu i na rezultate vecine specificnih pretraga Cije se odredivanje temelji
na koagulometrijskom nacelu mjerenja. To je ocekivano s obzirom da ovi
lijekovi inhibiraju stvaranje fibrina izravnom inhibicijom specifi¢nog cilja
(Flla ili FXa) u hemostatskom sustavu.

Utjecaj DOAK lijekova na rezultate pojedinih specifi¢nih pretraga
hemostaze prikazan je u Tablici 6. Od posebnog klinickog znacaja je
poznavanje utjecaja na rezultate vecine fenotipskih pretraga ispitivanja
trombofilije, ukljucujuéi odredivanje fizioloskih inhibitora zgrusavanja:
antitrombina (AT), proteina C (PC) i proteina S (PS), odredivanje
rezistencije na aktivirani protein C (APCR) i dokazivanje prisutnosti
lupus antikoagulansa (LA). Ovisno o pretrazi, utjecaj DOAK-a ocituje se
lazno pozitivnim ili lazno negativnim rezultatom pojedinog Cimbenika
trombofilije, Sto moze imati izravan ucinak i na postavljanje pogresne

dijagnoze, a time i na samo lijeCenje bolesnika.

Aktivnost AT odreduje se kromogenim metodama koje se temelje na
primjeni ili Flla (trombina) ili FXa kao ciljnog enzima, pa stoga i utjecaj
pojedinih DOAK lijekova ovisi o koriStenoj metodi za AT. Dabigatran
utjeCe na rezultat pretrage AT u metodama koje se temelje na inhibiciji
trombina, dok lijekovi iz skupine inhibitora FXa znacajno utjecu na
metode za AT koje se temelje na inhibiciji FXa. Rezultat utjecaja DOAK
lijekova na odredivanje aktivnosti AT oCituje se lazno visim vrijednostima
AT. Stoga, kod bolesnika koji se lijeCe dabigatranom, aktivnost AT mozZe se
odredivati isklju¢ivo metodom koja se temelji na inhibiciji FXa jer u ovom
slucaju nema interferencije DOAK-a na rezultat pretrage AT. Obrnuto,
kod bolesnika koji se lijece nekim od DOAK lijekova iz skupine inhibitora
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FXa, aktivnost AT mozZe se odredivati isklju¢ivo metodom koja se temelji
na inhibiciji trombina. S obzirom da laboratoriji najcesce ne koriste dvije
metode za mjerenje AT (naj¢esce onu koja koristi FXa kao ciljni enzim jer
je ovo metoda izbora), nije moguce odrediti AT u bolesnika koji uzimaju
DOAK-e iz skupine inhibitora FXa.

Utjecaj DOAK lijekova na koagulometrijske metode odredivanja
aktivnosti PC i PS ocituje se lazno viSim vrijednostima pa rezultat
pretrage moZze biti laZno negativan u bolesnika s nasljednim manjkom
PC ili PS. U slucaju proteina C, osim koagulometrijske metode dostupna
je i kromogena metoda u kojoj DOAK lijekovi ne interferiraju. Zato se
aktivnost PC u bolesnika na DOAK lijekovima moze odredivati ako se
koristi kromogena metoda. Za odredivanje PS nema takvih moguénosti jer
postoji iskljucivo koagulometrijska metoda za funkcionalni test mjerenja
aktivnosti PS pa interferencije DOAK-a nije moguce ukloniti. Medutim,
odredivanje slobodnog proteina S moguce je za bolesnike na terapiji
DOAK lijekovima jer na imunokemijsku analitiCku metodu DOAK lijekovi
nemaiju interferirajudi utjecaj.

DOAK lijekovi utjeCu i na koagulometrijsko odredivanje APCR-a,
probirne pretrage u otkrivanju mutacije faktor V Leiden (FVL) kao uzroka
rezistencije na aktivirani protein C. Na temelju rezultata APCR pretrage
odlucuje se je li potrebno uciniti genotipizaciju FVL mutacije kao sljededi
dijagnosticki korak. Naime, negativan (uredan) rezultat koagulacijskog
testa za APCR isklju¢uje FVL mutaciju pa je genotipizacijsko testiranje
nepotrebno. Obrnuto, pozitivan rezultat APCR testa upucuje na mutaciju
FVL te je kao drugi dijagnosticki korak potrebno uciniti molekularnu
dijagnostiku FVL. Svi DOAK lijekovi mogu imati izravan interferirajuci
u¢inak na rezultat koagulacijske pretrage APCR u smislu lazno vede
vrijednosti APCR-a, odnosno lazno negativnog rezultata, pa se ova
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pretraga ne izvodi u bolesnika tijekom lijecenja DOAK lijekovima, vec¢ je
potrebno osloniti se iskljucivo na molekularnu dijagnostiku FVL mutacije
koja nije podlozZna interferenciji antikoagulantne terapije.

Od posebne je vaznosti utjecaj svih DOAK lijekova na rezultat
koagulometrijskih pretraga koje se odreduju u sklopu dijagnostickog
postupka za dokazivanje LA. SviDOAK lijekoviznacajno utjeCu narezultatei
probirnih i potvrdnih pretraga za dokazivanje prisutnosti antifosfolipidnih
protutijela iz skupine LA, a interferencija se ocituje lazno pozitivnim
rezultatom LA pretrage, i to ve¢ pri minimalnim koncentracijama DOAK
lijeka u cirkulaciji. Stoga se LA pretraga ne smije izvoditi tijekom lijecenja
DOAK lijekovima. Za razliku od LA protutijela, na dokazivanje ostalih
skupina antifosfolipidnih protutijela (antikardiolipinska i anti-f2-
glikoproteinska protutijela) enzimimunokemijskim metodama, DOAK
lijekovi nemaju interferirajuci utjecaj te se ove pretrage mogu izvoditi
tijekom lijecenja.

DOAK lijekovi znacajno utjeCu i na aktivnost pojedinih ¢imbenika
zgruSavanja pri ¢emu aktivnost ¢imbenika moze biti laZzno snizena.
Dabigatran ima veci utjecaj na rezultate ¢imbenika zgrusSavanja Cije se
odredivanje temelji na modifikaciji APTV metode (FVIII, FIX, FXI i FXII),
dok lijekovi iz skupine inhibitora FXa imaju vedi utjecaj na rezultate
pretraga Cije se mjerenje temelji na modifikaciji PV testa (FIl, FV, FVII i FX).
Pri tome, rivaroksaban ima najveci utjecaj (pri koncentraciji > 100 ng/
mL), edoksaban umjeren, dok apiksaban u terapijskim koncentracijama
ne utjeCe na rezultate aktivnosti faktora zgruSavanja (utjece tek pri
koncentraciji od oko 500 ng/mL). Ako je potrebno odrediti aktivnost
pojedinih faktora zgruSavanja, utjecaj DOAK lijekova moze se ukloniti
odredivanjem ovih pretraga uz razrjedenje uzorka plazme.
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Nadalje, budu¢i da se odredivanje aktivnosti heparina i DOAK
lijekova iz skupine direktnih inhibitora FXa temelji na istom analitickom
nacelu metodom anti-FXa, nefrakcionirani i niskomolekularni heparin u
terapijskim dozama (izuzev manjih profilakti¢kih doza) mogu interferirati
u odredivanju koncentracije DOAK lijekova iz skupine direktnih inhibitora
FXa u smislu lazno visih vrijednosti DOAK lijekova. Ovaj je podatak od
klinicke vaznosti u bolesnika kod kojih je zbog operativnog zahvata
priviemeno ukinuto lije¢enje DOAK lijekom i uveden heparin jer moze
rezultirati lazno viSim vrijednostima izmjerene ostatne koncentracije
DOAK-a (iznad vrijednosti koja je klini¢ki znacajna, tj. > 30 ng/mL). Stoga
jeuslucaju privremenog prijelaza s DOAK lijeka na heparin pri odredivanju
ostatne koncentacije DOAK-a u plazmi (nakon ukidanja lijeka) potrebno
imati klinicki podatak o heparinskoj terapiji.

Opcenito, intenzitet utjecaja na rezultate navedenih specifi¢nih
pretraga ovisi o koncentraciji DOAK-a u cirkulaciji. Medutim, za
vecinu pretraga, utjecaj lijeka moze biti prisutan ve¢ pri minimalnim
koncentracijama lijeka. Ordiniranje pretraga na koje ovi lijekovi imaju
utjecaj nije prihvatljivo tijekom terapije DOAK-a, ¢ak ni uz uvjet da se
krv uzorkuje neposredno prije uzimanja lijeka kad je u cirkulaciji najniza
koncentracija lijeka. S obzirom da je utjecaj DOAK lijekova na vecinu
navedenih specijalistickih pretraga klini¢ki znacajan i ocituje se lazno
pozitivnim ili laZno negativnim rezultatom, jasno je da takav interferirajuci
utjecaj DOAK-a moze rezultirati izravnim dijagnostickim pogreSkama,
klinicki pogreSnim odlukama i posljedicama za bolesnika.

U skladu sa svim navedenim cinjenicama, lijecenje DOAK lijekovima
predstavlja klju¢an predanaliticki ¢imbenik u odredivanju specifi¢nih
pretraga hemostaze, a s posebnih naglaskom na pretrage probira na
trombofiliju. Medicinski biokemicari koji izvode pretrage hemostaze
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moraju poznavati prednosti i ogranicenja analiti¢ckih metoda koje koriste
u svojemu laboratoriju te pruziti informaciju i obrazlozenje lijec¢nicima
o utjecaju DOAK-a na rezultate pojedinih pretraga. Kad je potrebno,
lijeCnicima valja obrazloziti odbijanje ili odgodu neke pretrage da bi
se sprijecili lazno pozitivni ili lazno negativni rezultati i posljedi¢no
postavljanje pogreSne dijagnoze.

Sve opisane fenotipske pretrage na Cije rezultate DOAK lijekovi imaju
interferirajuéi utjecaj potrebno je odgoditi najmanje 3 dana nakon
zavrSetka terapije DOAK lijekovima (ili duZze u bolesnika s bubreznom
insuficijencijom). lzuzetak su metode molekularne dijagnostike na koje
DOAK lijekovi nemaju interferirajuci ucinak.

Alternativno, ukoliko je nuzno provesti odredivanje pojedinih
pretraga, moguce je primijeniti metodu in vitro uklanjanja DOAC lijeka
iz uzorka plazme primjenom komercijalnih pripravaka cije se djelovanje
temelji na adsorptivnoj sposobnosti aktivnog ugljena. Na trzistu su
dostupni  komercijalni adsorbensi DOAC-Stop™ (Hematex Research,
Hornsby, Australia) i DOAC-Remove™ (5-Diagnostics, Basel, Switzerland),
koji omogucuju laboratorijima primjenu postupka za uklanjanje
interferirajuceg utjecaja DOAK lijekova na pojedine specijalisti¢ke pretrage
hemostaze.
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Tablica 6. Utjecaj DOAK lijekova na specificne pretrage hemostaze

Lijekovi Lijekovi
Laboratorijska direktni direktni Obrazloenie i preporuka
pretraga inhibitori | inhibitori Jetprep
trombina FXa
Lupus da da Lazno pozitivan LA. Ne raditi pretragu tijekom DOAK terapije
antikoagulans (LA) ' ’
da da Koagulometrijska metoda - laZzno negativan PC
Pro.tem ¢ (PC) ne ne Kromogena metoda - DOAK ne utjece
aktivnost
Koristiti isklju¢ivo kromogenu metodu
da da Koagulometrijska metoda (aktivnost PS) - lazno negativan
PS
Protein S (PS)
aktivnost ne ne Imunokemijska metoda (slobodni PS) - DOAK ne utjece
Odrediti iskljucivo slobodni PS
da ne Metoda s trombinom (Flla) - lazno negativan rezultat uz
dabigatran, inhibitori FXa ne utjecu na rezultat
Antitrombin (AT) ne da Metgda s FXa - l.azvno negativan rezultat uz inhibitore FXa,
dabigatran ne utjece na rezultat
Koristiti isklju¢ivo metodu koja ne interferira za pojedinu
skupinu DOAK-a
Rezistencija na Lazno negativan APCR
aktivirani protein C da da Umjesto APCR-a izravno odrediti faktor V Leiden
(APCR) molekularnom dijagnostikom - nema utjecaja DOAK-a
Lazno snizena aktivnost faktora zgrusavanja
Fakto(jr}f‘zlgru.s.avanja da da Veca osjetljivost na inhibitore FXa rivaroksaban i edoksaban
~ moditikacija (apiksaban ne utjece na vrijednosti) nego na dabigatran
PV metode
(FI1, FV, FVII, FX) Odrediti aktivnosti faktora zgrusavanja u razrjedenom uzorku
plazme
Faktori zgrusavanja Lazno snizena aktivnost faktora zgrusavanja
VI 1X, X, X1 da da Veca osjetljivost na dabigatran nego na inhibitore FXa
(FVII, FIX, FXI, FXII) (rivaroksaban i edoksaban)
- mtoiijlflkacua APTV Odrediti aktivnosti faktora zgruSavanja u razrjedenom
metode uzorku plazme
Faktor da ne Kromogena metoda - lazno sniZena aktivnost uz dabigatran,
zgrugavanja FXIIl inhibitori FXa ne utjeCu na rezultat
(X FXIII ne raditi tijekom lije¢enja dabigatranom.
LaZno vece koncentracije DOAK-a (rivaroksaban, apiksaban,
Nefrakcionirani ne da edoksaban) kod terapijskih (a ne i profilaktickih) doza

heparin (UFH) i
niskomolekularni
heparin (LMWH)

heparina kao zamjenske terapije nakon ukidanja DOAK-a
prije operativnog zahvata

Ne odredivati ostatnu koncentraciju DOAK-a iz skupine
inhibitora FXa u bolesnika na terapijskim dozama heparina.
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METODE ODREDIVANJA
DOAK LIJEKOVA

Referentna metoda za odredivanje koncentracije DOAK-a u
krvi je dvostruka spektrometrija masa spregnuta s tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti (LC/MS-MS). Ovom metodom
direktno se mijeri koncentracija pojednog lijeka, a odlikuje ju niska
donja granica kvantifikacije i Sirok mjerni raspon (5 - 500 ng/mL). Zbog
nedostupnosti potrebne opreme, visoke cijene LC/MS-MS tehnologije
i potrebne ekspertize u tom analitickom podrucju, ova metoda nije
dostupna vedini laboratorija. Dosadasnja istrazivanja pokazala su visok
stupanj slaganja rezultata koncentracije DOAK-a dobivenih LC/MS-MS
metodom i rutinskim koagulacijskim metodama na automatiziranim
analitickim sustavima (koagulometrima), posebno u klinicki zna¢ajnom
mjernom podrucju. U ovom pregledu detaljnije ¢e biti opisane metode
koje se mogu implementirati u svakom medicinsko-biokemijskom
laboratoriju u kojem se izvode pretrage hemostaze. Analiticki uzorak za
odredivanje DOAK lijekova koagulacijskim metodama je iskljucivo plazma
dobivena centrifugiranjem uzorka venske krvi uzete na 3,2 %-tni natrijev-
citrat. Kvantitativne kromogene i koagulometrijske metode odredivanja
DOAK lijekova navedene su u Tablici 7., a nacela ovih analitickih metoda
shematski su prikazana na Slici 2.
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METODE ODREDIVANJA KONCENTRACIJE DABIGATRANA

Diluirano trombinsko vrijeme (dTV)

Diluirano trombinsko vrijeme (dTV, engl. diluted thrombin time, dTT)
najjednostavnija je koagulometrijska metoda za odredivanje koncentracije
dabigatrana koju moze implementirati svaki laboratorij koji odreduje
trombinsko vrijeme (TV). Metoda se temelji na modifikaciji testa TV
zbog visoke osjetljivosti ove pretrage na klini¢ki znacajne koncentracije
dabigatrana u krvi. Plazmu bolesnika potrebno je razrijediti s normalnom
plazmom u omjeru 1:8 ¢ime se postize linearnost mjerenja u Sirokom
koncentracijskom rasponu. Zbog prevelike osjetljivosti pretrage TV na
dabigatran, originalnom TV metodom nije moguce mjeriti terapijske
koncentracijelijekajerjerezultat TV-aiznad gornje granice mjernograspona
vec kod koncentracija dabigatrana > 50 ng/mL. Nakon razrjedenja, uzorku
plazme bolesnika dodaje se isti volumen procis¢enog humanog trombina
pri cemu dolazi do aktivacije zgrusavanja. Vrijeme potrebno za nastanak
ugruska je diluirano trombinsko vrijeme koje je linearno povezano s
koncentracijom lijeka u plazmi bolesnika. Za kalibraciju metode koristi
se lijek dabigatran. Test se mozZe izvoditi pomocu tzv. in house metode
(npr. modifikacija pretrage TV uz kalibraciju komercijalnim standardima
dabigatrana) ili s komercijalno dostupnim kitovima koji u sastavu imaju
pripadajuci reagens i kalibratore. Mjerni raspon ove metode je 100 - 400
ng/mL u standardnoj diluciji uzorka (1:8), dok je uz diluciju uzorka u
omjeru 1:2 moguce mjeriti i vrlo niske koncentracije dabigatrana 20 - 30
ng/mL primjenom vecine komercijalnih testova (granica kvantifikacije), uz
granicu detekcije 2 - 8 ng/mL.
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Ekarinski koagulometrijski test (ECT)

Ekarinski koagulometrijski test (engl. ecarin coagulometric test, ECT)
je koagulacijska metoda koja se bazira na djelovanju ekarina (zmijskog
otrova) na protrombin pri ¢emu nastaje meizotrombin kojeg inhibira
dabigatran te se mjeri brzina nastanka ugruska. Nedostatak ove metode je
to $to je zbog koagulometrijskog nacela mjerenja osjetljiva na deficijenciju
protrombina (FIl) i fibrinogena u uzorku bolesnika pa aktivnosti ovih
faktora zgruSavanja mogu utjecati na rezultat ECT testa.

Ekarinska kromogena metoda (ECA)

Ekarinska kromogena metoda (engl. ecarin chromogenic assay,
ECA) temelji se na istom nacelu kao i ECT, ali povecava tocnost
izmjerene koncentracije dabigatrana jer se odreduje kromogenom, a
ne koagulometrijskom metodom pa ne ovisi o koncentraciji fibrinogena
i protrombina (Fll). Uzorak bolesnika razrjeduje se puferom koji sadrzi
protrombin te uz dodatak ekarina nastaje meizotrombin kojeg inhibira
dabigatran prisutan u plazmibolesnika. Izizmjerene apsorbancije nastalog
kromogenog kompleksa odreduje se koncentracija dabigatrana u plazmi.

Anti-Flla test

Anti-Flla je najnovija metoda odredivanja koncentracije dabigatrana.
Na trzistu je dostupno nekoliko komercijalnih anti-Flla testova koji se
zasnivaju na nacelu odredivanja stupnja inhibicije trombina kromogenom
metodom. Suvisak trombina nakon reakcije dabigatrana i trombina veze
se s kromogenim supstratom specificnim za trombin te se iz izmjerene
apsorbancije nastalog kompleksa odreduje koncentracija dabigatrana
u plazmi. Ova metoda ima nesto nizu granicu detekcije od ekarinskih
metoda (15 ng/mL) i pokazuje izvrsno slaganje s LC/MS-MS metodom za
koncentracije dabigatrana < 150 ng/mL.
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METODE ODREDIVANJA KONCENTRACIJE RIVAROKSABANA,
APIKSABANA | EDOKSABANA

Odredivanje koncentracije DOAK lijekova koji inhibiraju aktivirani ¢iimbe-
nik X (FXa) izvodi se kromogenom anti-Xa metodom pomocu komercijalnih
testova uz primjenu kalibratora specificnih za svaki pojedini lijek.

Anti-Xa test

Metoda anti-Xa zasniva se na mjerenju apsorbancije p-nitroanilina iz
kromogenog supstrata nastalog spajanjem suviska FXa i kromogena iz
reakcije specifi¢nog lijeka (rivaroksabana, apiksabana ili edoksabana) i

Anti-Xa testovi za odredivanje direktnih inhibitora FXa kalibirirani s
kalibratorima specifi¢nima za lijek koji se mjeri, pokazuju dobru korelaciju
s LC/MS-MS metodom u klinicki zna¢ajnom mjerom rasponu.

Dostupni  komercijalni  kitovi imaju granicu kvantifikacije za
rivaroksaban 30 ng/mL, za apiksaban 15 ng/mL i za edoksaban 10 ng/mL.
NiZe koncentracije moguce je izmjeriti kalibracijom u niZzim podrucjima, ali
na ustrb granica mjernog raspona u visim koncentracijskim podrucjima.
U tom slucaju potrebno je koristiti zasebne kalibracijske krivulje za nisko i
visoko podrugje koncentracija lijeka.

Vazno je napomenuti da je istom anti-Xa metodom moguce i
odredivanje nefrakcioniranog i niskomolekularnog heparina uz primjenu
istog reagensa, ali uz kalibraciju s odgovarajuc¢im heparinskim pripravkom.
Stoga je u sluéaju privremenog ukidanja DOAK lijeka i uvodenja heparina
u terapijskim dozama moguca interferencija heparina pri mjerenju
koncentracije DOAK lijekova iz skupine direktnih inhibitora FXa u smislu
lazno viSih vrijednosti odgovarajué¢eg DOAK lijeka. Za razliku od terapijskih,
profilakticke doze heparina ne utjeCu na rezultate odredivanja DOAK
lijekova anti-Xa metodom.
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Tablica 7. Kvantitativne metode odredivanja koncentracije DOAK lijekova.

Analiticka metoda
DOAK lijek
Koagulometrijska Kromogena
Dabigatran dTV, ECT ECA, anti-Flla
Rivaroksaban / Anti-FXa kalibriran uz rivaroksaban
Apiksaban / Anti-FXa kalibriran uz apiksaban
Edoksaban / Anti-FXa kalibriran uz edoksaban

dTV =diluirano trombinsko vrijeme; ECT = ekarinski koagulometrijski test; ECA = ekarinska kromogena

metoda

(

Dabigatran
(DTI):
koagulo-
metrijske
metode

Dabigatran
(DTI):
kromogene
metode

IV I

\

Diluirano trombinsko vrijeme (dTV) -

Modifikacija testa trombinsko vrijeme (TV) uz i
razrjedenje uzorka plazme i primjenu dabigatrana
kao kalibratora.

Ekarinski koagulometrijski test (ECT)
ekarin

. . DTI .
FIl ——) meizotrombin ——) Flla (trombin
Ekarinski kromogeni test (ECA)
ekarin . . DTI, kromogeni
FI. — ) meizotrombin —) Sups‘_pNA—}
Anti-Flla test

DTI + Flla e DTI-Flla + Flla nevezani
tripe|

F11a nevezani + kromogeni supstrat za FIIa—}olmjenje (405 nm)

)

tripeptid +
pNA (405 nm)

ptid +

mnhibitori FXa
(rivaroksaban,
apiksaban, edo-q
kasaban):
kromogene

\_metode

Anti-FXa test uz primjenu kalibratora specificnih za lijek
Lijek: R, A, E

FXa —’ FXa - lijek + FXa nevezani

FXa nevezani + kKromogeni supstrat - pNA —— ffopst i:n:)pNA

<

J

Slika 2. Shematski prikaz kvantitativnih koagulometrijskih i kromogenih metoda za
odredivanje koncentracije DOAK lijekova na automatiziranim koagulometrima.

(DTI = direktni inhibitor trombina; R = rivaroksaban; A = apiksaban; E = edoksaban; p-NA = para-

nitroanilin)
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OSTALE METODE ZA ODREDIVANJE DOAK LIJEKOVA

Osim gore navedenih kvantitativnih metoda za odredivanje
koncentracije DOAK-a u plazmi, postoje i kvalitatitive i polukvantitativne
metode koje se izvode iz drugih vrsta uzoraka, naj¢eSce iz pune krvi ili
urina. Ove metode nemaju za cilj odredivanje to¢ne koncentracije lijeka
u krvi bolesnika ve¢ sluze za procjenu utjecaja koncentracije lijeka u
hitnim stanjima na rizik od neZeljenih ucinaka (najcesce krvarenja) ili za
iskljuCivanje klinicki znacCajne koncentracije DOAK lijekova u cirkulaciji.

U odredenim hitnim klinickim stanjima kod bolesnika lije¢enih DOAK
lijekovima potrebno je iskljuciti klinicki znacajnu koncentraciju lijeka u
krvi (> 30 ng/mL). Prema do sada objavljenim radovima, najblize klinickoj
primjeni je tzv. test uz postelju bolesnika (engl. point of care, POC) koji
se temelji na kvalitativnom odredivanju prisutnosti ili odsutnosti lijeka u
urinu pomocu test trake (DOAC Dipstick”, DOASENSE GmbH). U prisutnosti
odredenog DOAK lijeka testno polje na trakici promijenti ¢e boju koja se
moze ocitati vizualno (usporedbom s vizualiziranim rezultatom-slikom
prema proizvodacu) ili pomocu automatiziranog cCitaca trakica. Ova
metoda ima testno polje za dabigatran i testno polje za DOAK lijekove
iz skupine direktinih inhibitora FXa, pa njome nije moguce razlikovati
pojedine DOAK lijekove iz druge skupine. Napominjemo, ovom metodom
nije moguce izmjeriti koncentraciju lijeka, ali se pokazala pouzdanom za
iskljucivanje klini¢ki znacajne koncentracije svih DOAK lijekova u cirkulaciji
(>30 ng/mL).

Kod metoda kojima se procjenjuje globalna koagulacija i fibrinoliza iz
pune krvi poput tromboelastrometrije, tromboelastografije, aktiviranog
vremena zgrusavanja, vremena stvaranja trombina i sl., intenzivno
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se istraZzuju mogucnosti za procjenu antikoagulacijskog ucinka DOAK
lijekova. POC metode iz pune krvi koje su za sada pokazale zadovoljavajuce
rezultate u hitnim stanjima, temelje se na ekarinskoj metodi za
odredivanje dabigatrana te na vremenu zgrusavanja potaknutom pomocu
otrova Russell-ove ljutice (engl. Russell Viper Venom, RVV) za odredivanje
inhibitora FXa. Medutim, zbog nedovoljne osjetljivosti i standardiziranosti,
primjena ovih pretraga ne preporucuje se u svrhu procjene koncentracije
i/ili antikoagulacijskog uc¢inka DOAK lijekova.
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PREPORUKE ZA LABORATORIJSKU
DIJAGNOSTIKU DOAK LIJEKOVA

Preporuke za odredivanje koncentracije DOAK lijekova ukljucuju sve faze
laboratorijske dijagnostike: prijeanaliticku, analiticku i poslijeanaliticku.
Odnose se na DOAK lijekove dabigatran, rivaroksaban, apiksaban i
edoksaban, odobrene su od strane EMA-e i u klini¢koj su primjeni u RH.

Preporuke koje navodimo u nastavku temelje se na do sada objavljenim
preporukama od strane krovnih stru¢nih organizacija (ICSH, Medunarodni
savjet za standardizaciju u hematologiji) kao i na rezultatima provedenog
istrazivackog projekta LAB-NOAC, IP-2016-06-8208.

Prijeanaliticki cimbenici

1. Zasve kvantitativne metode odredivanja koncentracije DOAK-a na
automatiziranim koagulometrima analiticki uzorak je iskljucivo
plazma koja se dobiva centrifugiranjem (10 minuta na 4000
okretaja/min) uzorka venske krvi uzete na antikoagulans 3,2 %-tni
natrijev citrat.

2. Za odredivanje koncentracije DOAK lijekova LC/MS-MS metodom
kao analiticki uzorak mogu se koristiti plazma ili serum.

3. Koncentracije DOAK lijekova u serumu i plazmi se razlikuju. Ako
se odredivanje koncentracije DOAK lijekova LC/MS-MS metodom
izvodi u serumu, oCekivane terapijske vrijednosti za uzorak plazme
navedene u Tablici 1 ne odnose se na serum.

4. Stabilnost uzorka plazme za odredivnje koncentracije dabigatrana je
24 sata na sobnoj temperaturi i na temperaturi hladnjaka (2 - 8 °C).
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10.

11.

12.

Za odredivanje koncentracije rivaroksabana i apiksabana,
stabilnost uzorka plazme je 8 sati na sobnoj temperaturi i 48 sati na
temperaturi hladnjaka (2 - 8 °C).

Stabilnost uzorka plazme za edoksaban se smanjuje tijekom
pohrane 8 sati na sobnojtemperaturi pa je odredivanje edoksabana
potrebno uciniti unutar 4 sata od uzorkovanja, kao i za sve ostale
koagulacijske pretrage.

Ukoliko se odredivanje koncentracije odgovarajuceg DOAK lijeka
ne moze uciniti unutar navedenog prihvatljivog vremena u uzorku
plazme, preporucuje se zamrzavanje plazme na <-20 °C.
Stabilnost zamrznutog uzorka plazme na < -20 °C za odredivanje
koncentracije DOAK lijekova iznosi 14 mjeseci za dabigatran i
najmanje 30 dana za sve lijekove iz skupine direktnih inhibitora FXa.
Ukoliko se iz uzorka plazme osim koncentracije odgovarajuceg
DOAK lijeka odreduju i hitne koagulacijske pretrage (PV, APTV,
TV, fibrinogen) i/ili specificne koagulacijske pretrage, uzorak je
potrebno analizirati unutar 4 sata od uzorkovanja krvi za sve
koagulacijske pretrage, dok se koncentracija DOAK lijeka iz svjezeg
uzorka plazme moze odrediti u skladu sa stabilno$¢u navedenom
utockama 4 do 6.

Ukoliko se analiza ne moze uciniti unutar 4 sata od uzorkovanja,
pretraga se izvodi iz uzorka plazme zamrznutog na < -20°C uz
stabilnost najmanje 30 dana.

lako ispitivanja visekratnih ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja
nisu pokazala znacajne razlike u stabilnosti uzorka plazme
za odredivanje DOAK lijekova kvantitativnim koagulacijskim
metodama, preporucuje se iskljuCivo postupak jednokratnog
zamrzavanja (< -20 °C) i odmrzavanja (tijekom 15 minuta na 37°C)
uzorka za odredivanje koncentracije DOAK-a, kao i za sve ostale
koagulacijske pretrage.

U svrhu dugotrajne pohrane uzorka plazme (> 1 mjesec),
preporucuje se pohrana zamrzavanjem na = -60 °C.



13.

14.

15.

16.

17.

DOAK lijekovi imaju znacajan utjecaj na rezultat probirnih kao i
na rezultate vedine specifi¢nih koagulacijskih pretraga (pretrage
probira na trombofiliju, odredivanje faktora zgrusavanja) u smislu
lazno pozitivnih ili lazno negativnih rezultata. Utjecaj na pojedine
koagulacijske pretrage razliCit je i ovisi o vrsti DOAK lijeka (direktni
inhibitori trombina vs. direktni inhibitori FXa), koncentraciji DOAK
lijeka (minimalna vs. vrSna koncentracija) i o metodi odredivanja
pojedinih pretraga (koagulometrijske vs. kromogene). Poznavanje
utjecaja pojedinih DOAK lijekova na probirne i specifi¢cne
koagulacijske pretrage klju¢no je za pravilnu interpretaciju
analitickih rezultata.

S obzirom da DOAK lijekovi mogu utjecati na rezultate
pojedinih specifi¢nih koagulacijskih pretraga i pri minimalnim
koncentracijama lijeka u cirkulaciji (neposredno prije sljedeée
doze), odredivanje pretraga na koje DOAK lijekovi imaju utjecaj
ne preporucuje se ni pri minimalnim koncentracijama lijeka (prije
uzimanja lijeka na dan uzorkovanja).

Specificne koagulacijske pretrage za koje postoji znacajan utjecaj
odredenog DOAK lijeka na rezultat, potrebno je, kad god je to
moguce, odgoditi do zavrsetka lijecenja.

Uzorkovanje krvi za specifi¢ne koagulacijske pretrage na Ciji rezultat
utjecu DOAK lijekovi, izvodi se uz odgodu, u razmaku od najmanje
3 dana od prestanka uzimanja lijeka (ili vise dana u bolesnika s
bubreznom insuficijencijom).

Ako nije moguce odgoditi odredivanje specifi¢nih koagulacijskih
pretraga na Ciji rezultat utjeCu DOAK lijekovi, moze se primijeniti
in vitro metoda uklanjanja lijeka iz plazme pripravcima na bazi
aktivnog ugljena (komercijalni pripravci DOAC-Stop™, DOAC-
Remove™ili tzv. in house optimirana metoda s aktivnim ugljenom)
kojom se iz plazme postupkom centrifugiranja uklanja lijek
(adsorpcija lijeka na aktivni ugljen) nakon ¢ega se u uzorku plazme
mogu odrediti specificne koagulacijske pretrage.
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18. Svaki zahtjev za odredivanjem koncentracije DOAK lijeka treba

19.

sadrzavati podatak o zadnjoj dozi lijeka. U slu¢aju nedostupnosti
ovog podatka (npr. u hitnim stanjima) potrebno je na nalazu
naznaciti da je nepoznato vrijeme uzimanja zadnje doze lijeka.
Nefrakcionirani i niskomolekularni heparin u terapijskim dozama
(za razliku od profilakti¢kih doza) mogu interferirati u odredivanju
koncentracije DOAK lijekova iz skupine direktnih inhibitora FXa
u smislu lazno visih vrijednosti DOAK lijekova. Stoga je u slucaju
priviemenog prijelaza s DOAK lijeka na heparin pri odredivanju
ostatne koncentracije DOAK-a u plazmi (nakon ukidanja lijeka)
potrebno poznavati podatak o terapiji heparinom.

20. Vrijeme uzorkovanja za odredivanje koncentracije DOAK lijeka u

ne-hitnim stanjima

- U bolesnika starije zZivotne dobi (> 70 god.) i bolesnika s
bubreznom insuficijencijom s/bez hemodijalize ili pri sumnji
na interakciju s drugim lijekovima, potrebno je odrediti
minimalnu koncentraciju DOAK lijeka (uzorkovanje krvi
neposredno prije sljedeée doze) uz uvjet da je bolesnik uzeo
uzastopno najmanje 5 doza lijeka ¢ime se osigurava stabilno
ravnotezno stanje koncentracije lijeka u cirkulaciji,

- kod bolesnika s indeksom tjelesne mase (BMI) > 40 kg/m?
potrebno je odrediti i minimalnu (neposredno prije sljedece
doze) i vrSnu (2 sata nakon uzimanja lijeka) koncentraciju
DOAK lijeka uz uvjet da je bolesnik uzeo uzastopno najmanje
5 doza lijeka Cime se osigurava stabilno ravnotezno stanje
koncentracije lijeka u cirkulaciji,

- prije planiranog operativnhog zahvata s visokim rizikom
od krvarenja potrebno je odrediti koncentraciju DOAK
lijeka unutar nekoliko sati prije planiranog zahvata u svrhu
iskljucivanja klinicki znacajne koncentracije (= 30 ng/mL) u
cirkulaciji, uz uvjet da kod bolesnika prethodno privremeno



ukinuta terapija najmanje 12 ili 24 sata (ovisno o tome uzima li
se lijek jednom ili dvaput dnevno),

- pri istodobnoj primjeni drugih lijekova koji u kombinaciji s
DOAK-om mogu rezultirati lijek-lijek interakcijama potrebno je
odrediti minimalnu i vr$nu koncentraciju DOAK lijeka uz uvjet
da je bolesnik uzeo uzastopno najmanje 5 doza lijeka ¢ime se
osigurava stabilno ravnotezno stanje koncentracije lijeka u
cirkulaciji,

- pri sumnji na nepridrZavanje zadane terapije potrebno je
odrediti minimalnu i vr$nu koncentraciju DOAK lijeka uz uvjet
da je proslo vrijeme za uzastopno najmanje 5 doza lijeka ¢ime
se osigurava stabilno ravnotezno stanje koncentracije lijeka u
cirkulaciji.

U svim navedenim ne-hitnim stanjima, uz odredivanje minimalne
koncentracije DOAK lijeka, preporucuje se i dodatno odredivanje
vrSne koncentracije lijeka u istom danu, kad god je to mogude.
Odredivanjeiminimalneivrsne koncentracije lijeka pruza bolji uvid
o dinamici koncentracija lijeka u cirkulaciji pojedinog bolesnika.

Vrijeme uzorkovanja za odredivanje koncentracije DOAK lijeka u
hitnim stanjima nije moguce definirati s obzirom na minimalnu ili
vrSnu koncentraciju te se uzorkovanje izvodi tijekom hitne obrade
bolesnika kod:

- akutnog krvarenja i donoSenja odluke o potrebi hitnog
ponistavanja ucinka lijeka (primjena specificnih antidota)
ili odluke o vremenu izvodenja hitnog operativnog zahvata;
koncentraciju DOAK lijeka u plazmi potrebno je odrediti da bi
se iskljucile klinicki znacajne koncentracije lijeka u plazmi (=
30 ng/mL u bolesnika kod kojih je potreban hitan operativni
zahvat, odnosno =50 ng/mL u bolesnika s akutnim krvarenjem
s/bez potrebe za hitnim operativnim zahvatom),

59



60

- povetanog rizika krvarenja: bolesnici s bubreznom
insuficijencijom (akumulacija zbog usporene eliminacije
lijeka), s bolestima jetre, sumnje na predoziranje lijekom,
bolesnika sa znakovima krvarenja, zbog donoSenja klinicke
odluke o trombolitickoj terapiji ovisno o koncentraciji DOAK
lijeka u cirkulaciji,

- tromboembolijskih dogadaja tijekom terapije DOAK lijekom,

- ostalih hitnih stanja za koje lije¢nik procjeni da je potrebno
odrediti koncentraciju DOAK lijeka u cirkulaciji.

Analiticki cimbenici

Utjecaj pojedinih DOAK lijekova na probirne koagulacijske
pretrage PV, APTV i TV ovisi o vrsti lijeka (direktni inhibitori
trombina ili FXa), pojedinom lijeku iste skupine (rivaroksaban vs
koncentracija) i osjetljivosti razli¢itih komercijalnih reagensa za
istu probirnu pretragu.
Zbognestandardiziranostiinespecifi¢nosti, probirne koagulacijske
pretrage PV, APTVi TV nisu prikladne za procjenu koncentracije i/ili
antikoagulacijskog ucinka DOAK lijekova.

Pretraga TV izuzetno je osjetljiva na dabigatran pa rezultat TV-a
unutar referentnog intervala, neovisno o koriStenom reagensu,
iskljucuje klini¢ki znacajnu koncentraciju (=30 ng/mL) dabigatrana
u plazmi.

Koncentracije dabigatrana = 30 ng/mL rezultiraju produzenim
TV-om, a koncentracije dabigatrana = 50 ng/mL nemijerljivo
produzenim TV-om (iznad gornje granice mjernog raspona), te se
pretraga TV zbog preosjetljivosti na dabigatran ne moze koristiti za
kvantitativnu procjenu koncentracije ili antikoagulacijskog ucinka
dabigatrana.



10.

11.

DOAK lijekovi iz skupine direktnih inhibitora FXa ne utje¢u na
rezultat pretrage TV-a.

Za procjenu doziranosti i/ili antikoagulacijskog ucinka DOAK
lijekova potrebno je koristiti iskljucivo specificne kvantitativne
metode odredivanja koncentracije DOAK lijekova.

LC/MS-MS analiticka metoda predstavlja zlatni standard
za odredivanje koncentracije DOAK lijekova u Sirokom
koncentracijskom rasponu od 5 - 500 ng/mL. Zbog tehnicke
zahtjevnosti, educiranosti osoblja, skupoce opreme i posljedi¢ne
nedostupnosti u vecini laboratorija, ova metoda nije prikladna za
svakodnevni rad, odnosno izvan istrazivackih institucija.
Specificne  koagulometrijske i kromogene metode na
automatiziranim  koagulometrima  omogucuju  pouzdano
kvantitativno odredivanje koncentracije DOAK lijekova u
Sirokom koncentracijskom rasponu od 20 - 500 ng/mL, Sto ih Cini
prikladnima za mjerenje i minimalnih i vrdnih koncentracija lijeka
u cirkulaciji.

Kvantitativne metode na automatiziranim koagulometrima
omogucuju odredivanje koncentracije DOAK lijekova unutar
60 minuta, a u iznimnim slué¢ajevima i unutar 30 minuta od
uzorkovanja krvi, Sto zadovoljava zahtjev za izdavanjem nalaza u
svim hitnim stanjima u kojima je potrebno odrediti koncentraciju
DOAK lijeka.

Za odredivanje koncentracije dabigatrana dostupne su
koagulometrijske (dTV i ECT) i kromogene (ECA i anti-Flla) za
kvantitativno odredivanje koncentracije dabigatrana pri ¢emu
se za svaku navedenu metodu kalibracija izvodi primjenom
specifi¢nog kalibratora, u ovom slu¢aju dabigatrana.

Kromogene metode za dabigatran (ECAi anti-Flla) metode suizbora
jer na rezultat ne utjecu vrijednosti fibrinogena i Fll (protrombina)
za razliku od koagulometirjskih metoda (dTVi ECT).
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Za odredivanje koncentracije DOAK lijekova iz skupine direktnih
inhibitora FXa dostupne su kromogene metode koje se temelje na
anti-FXa metodi uz primjenu kalibratora specifi¢nih za lijek koji se
odreduje.

Prije uvodenja svake pojedine metode odredivanja koncentracije
DOAK lijeka u svakodnevni rad potrebno je napraviti validaciju
analiticke metode prema unaprijed definiranim kriterijima
validacijskog postupka za kvantitativne automatizirane metode.
Primjena anti-FXa metode kalibrirane za nefrakcionirani
ili niskomolekularni heparin nije prikladna za procjenu
antikoagulacijskog ucinka ili koncentracije pojedinih DOAK
lijekova iz skupine direktnih inhibitora FXa zbog nespecifi¢nosti i
nestandardiziranosti.

Kod bolesnika kod kojih je preoperativno privremeno ukinut
DOAK lijek i uveden nefrakcionirani ili niskomolekularni heparin u
terapijskoj dozi, odredivanje koncentracije DOAK lijeka iz skupine
direktnihinhibitora FXa nije pouzdano zbog interferencije heparina
u smislu lazno povecane koncentracije DOAK lijeka s obzirom da
je isto nacelo odredivanja anti-FXa metodom i za heparine i za
direktne inhibitore FXa.

Ukoliko laboratorij nije u mogucnosti izvoditi kvantitativne
automatizirane metode odredivanja DOAK lijekova, u hitnim
stanjima preporucuje se primjena kvalitativnhe metode za DOAK
lijekove kojom je moguce iskljuciti prisutnost klinicki znacajne
koncentracije DOAK lijeka (npr. DOASENSE test trake za dokazivanje
prisutnosti lijeka u urinu).

Kvalitativne probirne metode odredivanja DOAK lijeka u urinu nisu
prikladne za procjenu koncentracije lijeka u cirkulaciji.

Negativan rezultat probirne metode za DOAK lijekove u urinu
isklju¢uje prisutnost klinicki znacajne koncentracije (= 30 ng/mL)
DOAK lijekova u cirkulaciji. Suprotno, pozitivan rezultat probirne
metode za DOAK lijekove u urinu upucuje na prisutnost DOAK



19.

20.

21.

lijeka u cirkulaciji u koncentraciji priblizno ili iznad vrijednosti
koja je klini¢ki znacajna (= 30 ng/mL). Sljededi dijagnosticki korak
treba biti iskljucivo kvantitativno odredivanje koncentracije
odgovarajuéeg DOAK lijeka u plazmi specificnom metodom.
Pretrage uz bolesnika kojima se procjenjuje globalna
koagulabilnost i fibrinoliza cirkulirajuce krvi (tromboelastografija,
tromboelastometrija, test stvaranja trombina i dr.) nisu prikladne
za procjenu antikoagulacijskog ucinka ili koncentracije DOAK
lijekova te se u tu svrhu ne preporucuje njihova primjena zbog
nedovoljne osjetljivosti i nestandardiziranosti.

Za sve metode odredivanja koncentracije DOAK-a koje su u
primjeni potrebno je izvoditi unutarnju analiticku kontrolu
najmanje jednom u 24 sata na dvije razine koncentracije lijeka
(niska i visoka).

Za sve metode odredivanja koncentracije DOAK lijekova u primjeni
preporucuje se ukljucivanje u program vanjske kontrole kvalitete.

Poslijeanaliticki cimbenici

Rezultat kvantitativnih metoda odredivanja koncentracije DOAK
lijekova izrazava se iskljucivo mjernom jedinicom ng/mL.

lako nisu definirane terapijske vrijednosti za pojedine DOAK
lijekove i klinicke indikacije, potrebno je uz rezultat pretrage na
nalazu navoditi i odgovarajuce ocekivane minimalne (MK) i vrdne
(VK) koncentracije za pojedinu dozu lijeka i klinicku indikaciju
(Tablica 8).

Rezultat mjerenja koncentracije odgovaraju¢eg DOAK lijeka
mora se uvijek interpretirati u skladu s anamnestickim podacima
bolesnika, dozom lijeka i vr.emenom uzorkovanja krvi u odnosu na
zadnju dozu lijeka.
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