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1. UVOD
1.1.KOAGULACIJA I LIJECENJE TROMBOEMBOLIJSKIH BOLESTI

1.1.1. Pojavnost i znac¢aj tromboembolijskih bolesti
Venska tromboembolija (VTE), ukljuc¢uju¢i duboku vensku trombozu (DVT) i plu¢nu emboliju
(PE), predstavlja znacajan zdravstveni problem u svijetu te je tre¢a najcesca kardiovaskularna
bolest zapadnih zemalja. lako PE i DVT pokazuju poprili¢no razlicite klinicke manifestacije,
najcesce se PE razvije kad se tromb iz dubokih vena donjih ekstremiteta (karakteristi¢no za
DVT) odvoji i dospije u pluéne arterije te se ova dva stanja smatraju istom patofizioloSkom
bolesti vena. Incidencija VTE je u porastu ¢emu je djelomic¢no razlog povecana svijest i
napredak dijagnostickih metoda. Prema jednoj studiji procijenjena incidencija VTE u
europskim zemljama iznosi 131/100 000 stanovnika te je ustanovljeno da incidencija raste sa
starijom dobi. lako je PE ozbiljna klini¢ka manifestacija VTE i mortalitet povezan s PE unutar
3 mjeseca od razvoja iznosi izmedu 8.7 % 1 17.4 %, klinicka slika PE uvelike se razlikuje medu
pacijentima; od asimptomatske PE do fatalne PE. Temel; lije¢enja i sekundarne prevencije VTE
jest antikoagulantna terapija. Glavni napredak u lije¢enju VTE u posljednjem stolje¢u bilo je
uvodenje direktnih oralnih antikoagulansa (DOAK-a) koji ne samo da pruzaju alternativu
koriStenju antagonista vitamina K ve¢ 1 otvaraju moguénost potencijalnih razlicitih strategija

lije¢enja. (Yamashita i sur., 2022)

1.1.2. Hemostaza i1 koagulacijska kaskada
Hemostaza je fizioloSki odgovor na ozljedu krvne Zile, pojam dolazi od latinskog hemostasis
Sto znali prevenirati gubitak krvi. Rije¢ je o kompleksnom procesu medusobno povezanih
reakcija koje sudjeluju u zaustavljanju krvi prilikom ozljede krvne Zile. U cjelokupnom
hemostatskom sustavu tri su medusobno povezane faze; primarna hemostaza, sekundarna

hemostaza i fibrinoliza.. (Guyton i Hall, 2016; Margeti¢ i Carzavec, 201 8)

Primarna hemostaza predstavlja proces stvaranja trombocitnog ugruska na mjestu ozljede krvne
zile. Nakon ozljede endotela, dolazi do oslobadanja proteina subendotelnog matriksa poput
kolagena, von Willenbrandovog faktora (vWF), fibrinogena, laminina 1 fibronektina. Oni se
veZu na glikoproteinske (GP) receptore na povrsini trombocita 1 time odmah pokrecu primarnu

hemostazu koja ukljucuje tri koraka:

1. Adhezija trombocita
2. Aktivacija trombocita

3. Stvaranje trombocitnog ugruska (Repetto i De Re, 2017; Margetié¢ i Carzavec, 2018)



Sekundarna hemostaza predstavlja aktivaciju faktora zgrusavanja (FZ) i1 nastanak stabilnog

trombocitno-fibrinskog ugruska.

Prema stani¢nom modelu, zgrusavanje se dijeli u tri faze:
1. Inicijacija
2. Amplifikacija
3. Propagacija

Faza inicijacije zapocCinje oSteenjem krvne zile kad se subendotelne stanice poput glatkih
miSi¢nih stanica 1 fibroblasta izloze krvotoku. Te stanice sadrze tkivni faktor (TF) koji veze
faktor VII (FVII). TF djeluje kao kofaktor za FVII, poti¢u¢i njegovu proteoliti¢ku aktivaciju u
FVIla. Zatim kompleks TF/FVIla aktivira faktor IX (FIX) i faktor X (FX) pretvarajuéi ih u
njihove aktivne oblike, FIXa i FXa. FXa ulazi u interakciju s aktiviranim faktorom V (FVa),
tvore¢i kompleks protrombinaze na povrSini stanica koje izrazavaju TF. Ovaj kompleks

pretvara protrombin (FII) u trombin (FIla).

Trombin koji se polako nakuplja u fazi inicijacije dodatno aktivira trombocite koji su adherirali
na mjesto ozljede. Dodatno, trombin pretvara FV u FVa, ¢ime pojaava protrombinaznu
aktivnost i pretvara faktor VIII (FVIII) u FVIIla. FVIIla djeluje kao kofaktor za FIXa na
povrsini aktiviranih trombocita 1 podrzava generaciju FXa. Nadalje, trombin aktivira faktor XI

(FXI) u FXIa i time dodatno pojacava zgrusavanje.

Faza propagacije odvija se na povrSinama s prokoagulantnim fosfolipidima, kao §to su
aktivirani trombociti. FXIa pretvara FIX u FIXa, koji se nakon toga povezuje s trombinom
aktiviranim FVIIIa. Tenazni kompleks (FIXa/FVIlla) katalizira pretvorbu FX u FXa. Zatim
kompleks FXa/FVa proizvodi dovoljnu koli¢inu trombina za masivno stvaranje fibrinskih niti.
Posljednji korak ukljucuje transglutaminazu FXIIla aktiviranu trombinom, koja katalizira
stvaranje kovalentnih veza izmedu susjednih fibrinskih lanaca S$to rezultira elasti¢nim,

polimeriziranim fibrinskim ugrugkom. (Versteeg i sur., 2013; Margeti¢ i Carzavec, 2018)

lako se danas zgruSavanje tumaci na temelju stanicnog modela, kaskadni model se zadrzao jer
se s pomocu njega tumace globalni koagulacijski testovi. U kaskadnom modelu razlikujemo
vanjski put koji se pokrece s TF koji se izloZe u krvotoku nakon oStecenja krvne zile, unutarnji
put koji se pokrece kontaktnim putem nakon $to odredeni faktori u krvi dodu u doticaj s

oSte¢enim kolagenom 1 zajednicki put u kojem se aktivira trombin koji pretvara fibrinogen u



fibrin 1 tako omogucava stvaranje stabilnog krvnog ugruska. (Guyton i Hall, 2016; Katzung i

sur., 2020; Versteeg i sur., 2013)
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Slika 1.: Shematski prikaz koagulacijske kaskade

(preuzeto 1 prilagodeno prema Screening Tests in Haemostasis: The Thrombin Time (practical-

haemostasis.com))

Fibrinoliza je proces odgovoran za razgradnju fibrinskog ugruska, a koji djeluje kroz dva
suprotstavljena mehanizma koji reguliraju aktivaciju plazminogena u plazmin. Plazmin je
fibrin-specifi¢na serinska proteaza koja otapa fibrinski ugrusak u topljive produkte razgradnje
fibrina. Dva su znacajna aktivatora; tkivni aktivator plazminogena (t-PA) 1 urokinazni aktivator
plazminogena (u-PA). S druge strane, klju¢ni inhibitori su inhibitor fibrinolize aktiviran
trombinom (TAFI), inhibitor aktivatora plazminogena 1 (PAI-1) i a-2 antiplazmin. (Katzung 1

sur., 2020; Franchini i Manucci, 2018)



1.1.3. Antikoagulansi - definicija i podjela
Antikoagulansi su lijekovi koji svoj ucinak ostvaruju interferiranjem s koagulacijskom
kaskadom. Postoji viSe nacina podjele antikoagulansa; najces¢e ih dijelimo prema nacinu
primjene na oralne i parenteralne, ali se dijele 1 prema mehanizmu djelovanja s obzirom na dio
koagulacijske kaskade u kojem djeluju 1 ostvaruju li uc€inak direktno ili indirektno. Kad

govorimo o njihovom dolasku na trziste, mozemo ih podijeliti na starije i novije antikoagulanse.

(Katzung i sur., 2020)

antagonisti
vitamina K

=

hirudin rlvargksaba
bivalirudin otamiksaban dabigatran

Slika 2. Podjela antikoagulansa prema nacinu primjene i mehanizmu djelovanja (prilagodeno

prema De Caterina i sur., 2013)



1.2. TRADICIONALNI ANTIKOAGULANSI

1.2.1. Povijesni razvoj prvih antikoagulansa

1.2.1.1. Razvoj heparina i njegovih derivata

Heparin je otkrio McLean rade¢i kao student medicine 1915. godine u potrazi za Cistim
prokoagulansom u jetri psa. Njegov izvorni ne€isti materijal donekle se razlikovao od danasnjeg
heparina, ali pro¢is¢eni heparin brzo je prihvacen za veliki broj klini¢kih primjena. (Mueller i
Scheidt, 1994) Danas razlikujemo nefrakcionirani heparin (engl. unfractionated heparin, UFH)
poznat i kao heparin velike molekulske mase (engl. high molecular weight heparin, HMWH),
heparine male molekulske mase (engl. low-molecular-weight-heparins, LMWH) te sintetski
pentasaharid fondaparinuks. (Katzung 1 sur., 2020) LMW heparini razvijeni su u osamdesetim
godinama 20. stoljeca, a dobivaju se cijepanjem nefrakcioniranog heparina izoliranog iz

sluznice svinjskog crijeva ili plué¢a goveda. (Hao i sur., 2019)

1.2.1.2. Razvoj varfarina i kumarinskih antikoagulansa

Do otkri¢a kumarinskih antikoagulansa doslo je nakon veterinarskih istrazivanja hemoragijske
bolesti goveda koja se razvila u Zivotinja izlozenih pokvarenim zalihama usladiStenog Zutog
kokotca (lat. Melilotus officinalis), a u kojih je otkrivena antikoagulantna tvar. Nakon zahtjeva
lokalnih farmera, kemicar Karl Link i njegov tim na SveuciliStu Wisconsin otkrivaju otrovnu
tvar 1 identificiraju je kao bishidroksikumarin. U pocetku su njegov sintetski derivat dikumarol
1 srodni spojevi, a prije svega varfarin primjenjivani kao rodenticidi. Varfarin je dobio ime
prema SveuciliStu na kojem je otkriven, na engleskom je poznat kao warfarin Sto dolazi od
Wisconsin Alumni Research Foundation uz dodatak nastavka ,arin“ za identifikaciju
kumarinskog podrijetla. U humanu medicinu u sluzbi antitrombotske tvari uveden je tijekom
1950-1h godina, a danas je jedan od najpropisivanijih lijekova. (Katzung i sur., 2020; Mueller i
Scheidt, 1994)

1.2.2. Kemijska svojstva i mehanizam djelovanja
1.2.2.1. Heparini

Heparin predstavlja heterogenu smjesu anionskih sulfatnih glikozaminoglikanskih polimera
¢ija je molekulska masa u rasponu od 3000 do 30 000 Da i koja se veze za povrSinu endotelnih
stanica te brojnih plazmatskih proteina. Heparin pripada skupini antikoagulansa koju nazivamo
indirektnim inhibitorima trombina jer svoj antitrombotski ucinak temelje na interakciji s
endogenim antikoagulansom antitrombinom. Antitrombin inhibira koagulacijske proteaze,

posebno trombin (Ila), [Xa i Xa tako $to s njima tvori stabilne ekvimolarne komplekse. Rije¢



je o sporom procesu koji je u prisutnosti heparina ubrzan 1 do tisu¢u puta. (Katzung i sur., 2020;

www.go.drugbank.com)

LMWH se od UFH-a razlikuju po sljede¢em: prosjecna molekulska masa LMWH-a je 4.5 kDa
dok je za UFH ta vrijednost 15 kDa; UFH zahtijevaju kontinuiranu infuziju; prilikom primjene
UFH-a potrebno je pracenje APTV (aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena); UFH
imaju veci rizik od krvarenja i veci rizik od razvoja osteoporoze kod dugotrajne primjene.
Ucinci UFH-a mogu se ponistiti primjenom specificnog antidota protamin sulfata.
(www.go.drugbank.com) U usporedbi s UFH-om, LMWH pokazuju otprilike jednaku
djelotvornost te bolju bioraspolozivost nakon supkutane primjene, a zbog duljeg poluvremena
zivota primjenjuju se manje Cesto (jednom ili dva puta dnevno). (Katzung i sur., 2020; Hao i
sur., 2019) U Republici Hrvatskoj registrirani su enoksaparin, nadroparin i dalteparin.

(www.halmed.hr)

1.2.2.2. Varfarin

Varfarin je racemic¢na smjesa dvaju enantiomera u omjeru 1:1 pri ¢emu je S-varfarin potentniji
od R-varfarina $to je kljucno za razumijevanje stereoselektivne prirode odredenih interakcija
varfarina s drugim lijekovima. Otprilike je 99 % varfarina vezano za albumine plazme.
Uglavnom se primjenjuje u obliku natrijeve soli, a ima apsolutnu bioraspolozivost od 100 %.

(Katzung 1 sur., 2020)

Kumarinski antikoagulansi, poznati 1 kao antagonisti vitamina K, bili su prvi oralni
antikoagulansi $to im je dalo znatnu prednost u odnosu na parenteralne heparine. Donedavno,
bili su zlatni standard za oralnu terapiju antikoagulansima. (Heestermans i sur., 2022) Blokiraju
y-karboksilaciju odredenih glutaminskih ostataka na protrombinu, FVII, FIX 1 FX te
antikoagulantnim proteinima C 1 S koji se sintetiziraju u jetri Sto rezultira stvaranjem
nepotpunih, bioloSki inaktivnih faktora zgruSavanja. Reakcija karboksilacije direktno je
povezana uz oksidaciju vitamina K do inaktivnog vitamin K epoksida. Vitamin K se tada, da bi
se reaktivirao, mora reducirati do aktivnog hidrokinonskog oblika. Upravo je taj korak
takozvanog ciklusa vitamina K osjetljiv na varfarin koji onemogucuje redukciju epoksida do
hidrokinona. Za individualizaciju terapije varfarinom znacajna su dva gena sklona
polimorfizmima; gen za enzim vitamin K epoksid reduktazu (VKORC1) te gen za enzim

CYP2C9. (Katzung i sur., 2020)



1.2.3. Ogranicenja ranijih antikoagulansa

1.2.3.1 Heparini
Primarni sigurnosni problem primjene svih antikoagulansa, pa tako i heparina, jest rizik od

razvoja krvarenja. Pazljivim probirom bolesnika, doziranjem i strogom kontrolom ucinka taj se
rizik moze smanjiti. (Katzung i sur., 2020) U pacijenata koji primaju UFH potrebno je redovito

pracenje aktivirano parcijalno tromboplastinskog vremena (APTV). (Katzung i sur., 2020)

Veliki je nedostatak heparina, ujedno i razlog velike popularnosti oralnih antagonista vitamina
K nakon dolaska na trziSte, njihova parenteralna primjena; rijec je o intravenskoj ili supkutanoj

primjeni. (Heestermans 1 sur., 2023)

Heparinom inducirana trombocitopenija (HIT) Zivotno je ugrozavajuce, imunoloski
posredovano stanje povezano s primjenom heparina i predstavlja njihov najveci nedostatak.
Iako se ¢esce veze uz primjenu UFH, postoje podatci o pojavi HIT-a u pacijenata koji su primali
LMWH. HIT karakterizira razvoj protutijela na FIV vezan za heparin $to dovodi do
trombocitopenije, arterijske tromboze i/ili venske tromboze. Cak i uz rano otkrivanje i
intervenciju, morbiditet 1 mortalitet iznose 7.4 % 1 1.1 %. (Heestermans i sur., 2022; Yen Ng i
sur., 2024) Kod svakog pacijenta lijeCenog heparinom potrebna je redovita kontrola broja
trombocita, a svaka trombocitopenija koja se javi unutar vremena u kojemu nastaju
imunoreakcije na heparin treba se smatrati suspektnom na HIT te svaka pojava novog tromba
moze znaciti potencijalni razvoj HIT-a. Kod bolesnika u kojih se HIT razvio, heparin se
iskljucuje iz terapije i primjenjuje se fondaparinuks ili direktni inhibitor trombina. (Katzung i

sur., 2020)

1.2.3.2 Varfarin

lako je oralna primjena velik napredak, antagonisti vitamina K imaju brojne nedostatke. Za
pocetak, varfarinu je potrebno 3-7 dana da ostvari svoj optimalni terapijski ucinak. Lijeenje se
zapocCinje standardnom dozom 5-10 mg/dan, a nakon pocetne prilagodbe protrombinskog
vremena uvodi se doza odrzavanja 5-7 mg/dan. Osim toga, doziranje varfarina valja redovito
provjeravati provodenjem koagulacijskih pretraga kojima se odreduje INR na temelju PV testa.
Prema vrijednostima INR-a prilagodava se doza lijeka. (Heestermans i sur., 2022; Katzung i

sur., 2020)

Varfarin je lijek uske terapijske Sirine koji ulazi u brojne interakcije s drugim lijekovima i
hranom. Komercijalno dostupan varfarin je racemicna smjesa dva aktivna stereoizomera: pet

puta potentnijeg S-enantiomera metaboliziranog putem CYP2C9 enzima i R-izomera, primarno



metaboliziranog putem CPY3A4. Lijek-lijek interakcije vezane uz varfarin najcesS¢e ukljucuju

umjerene do snazne inhibitore/induktore CYP enzima.(Mar i sur., 2023)

Iako vecinu hrane, biljnih pripravaka i suplemenata pacijenti na varfarinu mogu sigurno
primjenjivati u umjerenim koli¢inama, vazno je biti svjestan povecanog rizika od krvarenja kod
konzumacije odredene hrane i biljnih pripravaka, a $to ukljucuje: gospinu travu, ginkgo, zeleni
¢aj, brusnicu, ¢aj od kamilice, sushi, kanabis, dumbir i pusenje duhana. Pacijente valja upozoriti
da se savjetuju sa zdravstvenim djelatnikom prije uvodenja nove hrane, biljnih pripravaka ili

suplemenata. (Tan i Lee, 2021)

1.3. UVODENJE DIREKTNIH ORALNIH ANTIKOAGULANSA (DOAK-a)
1.3.1. Razvoj DOAK-a

Antagonisti vitamina K, prije svega varfarin, bili su uporiSte antikoagulantne terapije tijekom
proslog stoljeca dok se, u prvom desetljecu 21. stolje¢a nije pojavila nova klasa oralnih
antikoagulansa. Rijec je o lijekovima koji su postali poznati kao novi oralni antikoagulansi (new
oral anticoagulants, NOAC/NOAK), kasnije preimenovani u ne-vitamin K oralne
antikoagulanse (non-vitamin K anticoagulants), a danas, utemeljeno na njihovoj
farmakodinamici, zvane direktnim oralnim antikoagulasnima (direct oral anticoagulants,
DOAC/DOAK). (Olie i sur., 2024) Prema Medunarodnom drustvu za trombozu i hemostazu
(International Society on Thrombosis and Hemostasis), DOAK je preferirani termin. (Umerah

1 Momodu, 2023)

DOAK-e dijelimo prema nacinu djelovanja u dvije skupine, direktne inhibitore FXa
(rivaroksaban, apiksaban, edoksaban, betriksaban) 1 direktne inhibitore trombina (dabigatran).
U 2010. americka Udruga za hranu i lijekove (FDA, Food and Drug Administration) odobrila
je prvi DOAK, dabigatran, a u godinama iza 1 inhibitore FXa. (Chen i sur., 2020)

U Republici Hrvatskoj registrirani su dabigatran, rivaroksaban, edoksaban i apiksaban,

(www.halmed.hr)

Direktni oralni antikoagulansi dizajnirani su kako bi mogli biti primjenjivani u fiksnim dozama
bez potrebe za rutinskim pra¢enjem; imaju manju sklonost za interakcije s hranom 1 drugim
lijekovima u odnosu na antagoniste vitamina K i1 u randomiziranim kontroliranim studijama u
koje je bilo ukljuc¢eno oko 250 000 pacijenata pokazalo se da su barem jednako ucinkoviti u

prevenciji i lijeCenju tromboza te su bili povezani s manjim rizikom od Zivotno ugrozavajuceg



krvarenja. Apsolutni benefiti DOAK-a u odnosu na antagoniste vitamina K su skromni; ipak,
smjernice ih preferiraju za veéinu indikacija zbog jednostavne primjene i dobrog sigurnosnog
profila. Zbog pojave sve veceg broja generickih pripravaka ocekuje se daljnji porast upotrebe
DOAK-a, posebice u zemljama u kojima trenutno nisu u Sirokoj primjeni iz financijskih

razloga. (Chan i sur., 2020)

DOAK-i su kontraindicirani u pacijenata s mehani¢kim sréanim zaliscima 1 trebaju se
primjenjivati uz oprez ili izbjegavati u pacijenata s osteenjem bubrezne ili jetrene funkcije.

(Chan 1 sur., 2020)

1.3.2. Dabigatran eteksilat mesilat
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Slika 3. Prikaz kemijske strukture dabigatran eteksilat mesilata
(izvor: https://go.drugbank.com/structures/DB06695/image.svg)

Dabigatran eteksilat mesilat prvi je odobreni direktni oralni antikoagulans i jedini lijek iz
skupine direktnih inhibitora trombina u medicinskoj upotrebi. (Katzung i sur., 2020) Indiciran
je u primarnoj prevenciji venskih tromboembolijskih dogadaja (VTE-a) u odraslih bolesnika
podvrgnutih kirurSkom zahvatu ugradnje totalne endoproteze kuka ili koljena, prevenciji
mozdanog udara u bolesnika s nevalvularnom fibrilacijom atrija (NVAF), lijecenju i prevenciji
duboke venske tromboze (DVT) i1 pluéne embolije (PE) te lije€enju i prevenciji VTE-a u

pedijatrijskoj populaciji.(www.ema.europa.eu)

Rije¢ je o prolijeku koji je nakon oralne primjene hidroliziran intestinalnim i hepatickim
karboksilesterazama do aktivnog dabigatrana. Dabigatran je reverzibilni kompetitivni inhibitor
trombina koji izravno inhibira konverziju fibrinogena u fibrin ¢ime naruSava proces

zgruSavanja. (www.go.drugbank.com)



BioraspoloZivost dabigatrana je 3-7 %, a eliminira se vec¢inski bubrezima zbog ¢ega je potrebna
prilagodba doze u bubreznih bolesnika. Supstrat je P-glikoproteina pa ulazi u interakcije s
inhibitorima i induktorima P-gp. Glavni je Stetni ucinak, kao i u ostalih antikoagulansa,
krvarenje. U sluajevima potrebe za hitnim prekidom antitrombinskog djelovanja, intravenski
se primjenjuje antidot idarucizumab, Fab fragment humaniziranog monoklonskog protutijela

protiv dabigatana. (Katzung i sur., 2020)

1.3.3. Direktni inhibitori FXa

1.3.3.1. Rivaroksaban
cl
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Slika 4. Prikaz kemijske strukture rivaroksabana
(izvor: https://go.drugbank.com/structures/DB06228/image.svg)

Rivaroksaban je inhibitor FXa odobren za prevenciju VTE u odraslih bolesnika podvrgnutih
elektivnom kirurSkom zahvatu ugradnje umjetnog kuka ili koljena, lijeCenje 1 sekundarnu
prevenciju DVT-a i PE-a, prevenciju mozdanog udara i sistemske embolije u odraslih bolesnika
s NVAF te u kombinaciji samo s acetilsalicilatnom kiselinom (ASK) ili s ASK-om uz
klopidogrel ili tiklopidin, indiciran je za prevenciju aterotrombotskih incidenata u odraslih
pacijenata nakon akutnog koronarnog sindroma s poviSenim sréanim biomarkerima.

(www.ema.europa.eu)

Nakon oralne primjene, rivaroksaban se brzo apsorbira i1 postize vr$nu koncentraciju unutar 2-
4 sata. Bioraspolozivost doze od 10 mg iznosi vise od 80 %, a doze od 15 i 20 mg imaju nizu
bioraspolozivost pa se moraju uzimati s hranom. (www.go.drugbank.com) Supstrat je za
CYP3A4 1 P-gp pa ulazi u interakcije s induktorima 1 inhibitorima istih. Lijekovi koji ih
istovremeno inhibiraju uvelike ¢e povecati ucinak rivaroksabana. (Katzung i sur., 2020)
Otprilike se dvije trec¢ine lijeka izluc¢i nepromijenjeno urinom, a ostatak urinom i stolicom.

Poluvijek eliminacije dulji je u starijih bolesnika i onih s oSte¢enjem funkcije bubrega ili jetre.

10



(Katzung 1 sur., 2020; www.go.drugbank.com) U pacijenata s teSkim oSteCenjem funkcije
bubrega (klirens kreatinina < 30 mL/min) potreban je oprez i prilagodba doze lijeka zbog
mogucéeg povecanja razine rivaroksabana u plazmi i posljedi¢no veéeg rizika od krvarenja.
Primjena lijeka ne preporucuje se u bolesnika s klirensom kreatinina < 15 mL/min.

(wWww.ema.europa.eu)

1.3.3.2. Apiksaban

o—CH,

Slika 5. Prikaz kemijske strukture apiksabana
(izvor: https://go.drugbank.com/structures/DB06605/image.svg)

Apiksaban, lijek iz skupine inhibitora FXa, odobren je za prevenciju VTE u odraslih ljudi
podvrgnutih ugradnji endoproteze zgloba kuka ili koljena, prevenciju mozdanog udara i
sistemske embolije u bolesnika s NVAF te za lijeenje 1 prevenciju ponavljaju¢ih DVT 1 PE.

(www.ema.europa.eu)

Nakon oralne primjene bioraspolozivost iznosi 50 %, uzima se neovisno o hrani, a vrSne
koncentracije postizu se nakon 2.5-4 sata. (Hindley B i sur., 2023) Inhibicija CYP3A4 i P-gp te
oStec¢ena jetrena 1 bubreZna funkcija povecavaju bioraspoloZivost apiksabana, time ucinak 1
rizik od krvarenja. (Katzung i sur., 2020) U bolesnika s teSkom oSte¢enom funkcijom bubrega
(klirens kreatinina 15-29 mL/min) u slu¢aju primjene lijeka za indikaciju prevencije mozdanog
udara i sistemske embolije u bolesnika s NVAF doza se smanjuje na 2,5 mg dvaput na dan, au
slucaju ostalih indikacija lijek se nastavlja primjenjivati uz oprez. U bolesnika s klirensom
kreatinina < 15 mL/min primjena apiksabana se ne preporucuje. Kontraindiciran je u odraslih
bolesnika s boles¢u jetre udruzenom s koagulopatijom 1 klinicki znacajnim rizikom od

krvarenja. (Www.ema.europa.eu)
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1.3.3.3. Edoksaban
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Slika 6. Prikaz kemijske strukture edoksabana
(izvor: https://go.drugbank.com/structures/DB09075/image.svg)

Edoksaban je indiciran za lijeCenje i prevenciju ponavljaju¢ih DVT i PE te za prevenciju

mozdanog udara i sistemske embolije u odraslih pacijenata s NVAF. (www.ema.europa.eu)

Apsolutna oralna bioraspolozivost iznosi priblizno 60 %, uzima se neovisno o hrani, a vr$ne
koncentracije postizu se nakon 1-2 sata. Eliminira se nepromijenjen bubrezima pa je u slucaju
osteCene bubrezne funkcije potrebna prilagodba doze. (Hindley B i sur.,, 2023) Bubreznu
funkciju treba procijeniti u svih bolesnika prije pocetka terapije edoksabanom izracunavanjem
klirensa kreatinina kako bi se iskljucili bolesnici u terminalnom stadiju bubreZne bolesti (klirens
kreatinina < 15 mL/min) te ispravno odredila doza za one s klirensom kreatinina 15-50 mL/min.

(www.ema.europa.eu)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Tromboembolijske bolesti zbog visoke pojavnosti i visokog morbiditeta i mortaliteta
predstavljaju velik problem javnog zdravstva svih razvijenih zemalja svijeta. Primarni nacin
prevencije i lijeCenja ovih bolesti ¢ine antikoagulantni lijekovi pa ne Cude stalni napori za
napretkom i pronalazenjem novijih, naprednijih lijekova kako bi se pacijentima pruzila $to bolja
skrb. Zadnjih desetak godina, nakon otkri¢a i uvodenja DOAK-a na trziSte oni zbog svoje
jednostavne primjene i dobrog sigurnosnog profila polako zamjenjuju antagoniste vitamina K
koji, iako ucinkoviti, imaju brojna ograni¢enja. Antagonisti vitamina K ulaze u brojne
interakcije s hranom 1 drugim lijekovima, imaju usku terapijsku Sirinu i zahtijevaju redovito
laboratorijsko prac¢enje. Kao jedna od prednosti DOAK-a ¢esto se navodi ¢injenica da njihova
primjena ne zahtijeva redovito pracenje jer se doziranje ne temelji na rezultatima koagulacijskih
pretraga. Ipak, dosadaSnja klinic¢ka iskustva pokazuju da je u odredenim klinickim stanjima i
populacijama bolesnika potrebno odrediti koncentraciju DOAK-a u plazmi, prije svega kao
pomo¢ prilikom donosenja odluka u hitnim stanjima, ali i za procjenu antikoagulantnog uc¢inka
lijeka u odredenih pacijenata. Ovaj rad donosi pregled razvoja antikoagulantnih lijekova,
njihove karakteristike 1 ogranicenja te opisuje utjecaj DOAK-a na probirne koagulacijske
pretrage kao 1 pretrage koje se koriste u svrhu odredivanja koncentracije ove nove skupine

lijekova.
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3. MATERIJALI I METODE

U svrhu pisanja ovog preglednog diplomskog rada pretrazivane su bibliografske baze podataka
PubMed Central, Web Of Science, Drugbank, Hréak prema klju¢nim rije¢ima: anticoagulant,
apixaban, edoxaban, rivaroxaban, dabigatran, DOACs, NOACs, direct oral anticoagulants,
oral anticoagulants, warfarin, heparin, HIT, prothrombin time, INR, aPTT, activated partial
prothrombin time, thrombin time, coagulation tests, laboratory diagnostics of DOACs,
laboratory monitoring of DOACs, dTT, ecarin assays, anti Flla test, anti FXa test... Prouavana
je 1 strucna literatura na temu farmakoloskih karakteristika antikoagulansa te fiziologije
koagulacije. Pregledane su mrezne stranice hrvatske Agencije za lijekove 1 medicinske
proizvode (HALMED), Europske agencije za lijekove (EMA) te Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO).
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. INDIKACIJE ZA ODREDIVANJE KONCENTRACIJE DOAK-a

Iako je opcenito prihvaceno da kod pacijenata lije¢enih DOAK-ima nije potrebno rutinsko
laboratorijsko pracenje, postoje kumulativni dokazi prikaza slucajeva pacijenata s teskim
krvarenjem 1 regulatorni dokumenti povezani sa supraterapeutskim koncentracijama DOAK-a
1 krvarenjem te je prepoznata potreba za mjerenjem koncentracije DOAK-a u plazmi u

posebnim klini¢kim situacijama. (Margetic€ 1 sur., 2022)

Preporuka je odrediti koncentraciju DOAK-a u plazmi u nekih situacija koje nisu hitne, a
ukljucuju stariju zivotnu dob pacijenta, tesSko zatajenje bubrega, pacijente na dijalizi, prije
intervencije s visokim rizikom od krvarenja, ekstreme u tjelesnoj masi (BMI > 40 kg/m?) i
lijek-lijek interakcije. Nadalje, koncentraciju DOAK-a u plazmi valja odrediti i u hitnim
klini¢kim situacijama akutnog krvarenja i odredivanja strategije za reverziju antikoagulacijskog

ucinka. (Douxfils 1 sur., 2021)

Tablica 1. Indikacije za odredivanje koncentracije DOAK-a u situacija koje nisu hitne; prema
smjernicama Medunarodnog vije¢a za standardizaciju u hematologiji, ICSH-a (engl.

International Council for Standardization in Haematology,) iz 2021. godine
(prilagodeno prema Douxfils 1 sur., 2021)

Indikacija Obrazlozenje

Situacije koje nisu hitne

Starija Zivotna dob Porast stope krvarenja s dobi i povecana

sklonost krvarenju zbog nakupljanja
DOAK-a.

Tesko bubrezno zatajenje i dijaliza Povecane koncentracije DOAK-a, posebno

za dabigatran, rivaroksaban, edoksaban.

Prema PK" studijama manji je u¢inak na

apiksaban.
Prije intervencije s visokim rizikom Intervencije s visokim rizikom krvarenja
krvarenja provoditi u pacijenata s nultom ili

nedetektabilnom koncentracijom DOAK-a.

PK" pristup nije povoljna opcija jer brojne
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varijable utjecu na eliminaciju DOAK-a.
Racionalno rjesenje je odredivanje
koncentracije.
BMI (indeks tjelesne mase) > 40 kg/m? Za pacijente s BMI > 40 kg/m* koji
primjenjuju DOAK-e korisno je odrediti
maksimalnu i minimalnu koncentraciju
lijeka u plazmi nakon najmanje 5 doza radi
osiguranja da su koncentracije u plazmi
unutar raspona koji vrijedi za druge
pacijente.
Lijek-lijek interakcije Procjena koncentracije DOAK-a moze
pomo¢i utvrditi dolazi li do akumulacije
odnosno eliminacije lijeka uslijed interakcija

s drugim lijekovima.

*PK: farmakokinetski

Tablica 2. Indikacije za odredivanje koncentracije DOAK-a u hitnih situacija; prema
smjernicama Medunarodnog vije¢a za standardizaciju u hematologiji, ICSH-a (engl.
International Council for Standardization in Haematology) iz 2021. godine (prilagodeno prema

Douxfils i sur., 2021)

Indikacija Obrazlozenje

Hitne situacije

Akutno krvarenje i odredivanje Mjerenje koncentracije DOAK-a u plazmi

odgovarajucih strategija reverzije pomaze u odredivanju njihova doprinosa

krvarenju te utvrdivanju kad je sigurno
provesti hitnu ili neplaniranu intervenciju.

Takoder, vaZno je procijeniti moguci

rebound ucinak nakon primjene antidota.

Postupak zbrinjavanja krvarenja u pacijenta koji je na terapiji DOAK-ima ovisi o naravi
krvarenja, bubreznoj funkciji i vremenu uzimanja posljednje doze lijeka, ali uvijek je obvezno
prekinuti ili odgoditi uzimanje DOAK-a. Uvijek treba provesti opée mjere zbrinjavanja

krvarenja Sto ukljucuje lokalnu kompresiju, kirurSku obradu, nadoknadu volumena, korekciju
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broja trombocita, odrzavanje diureze i1 primjenu koncentrata eritrocita. Pri planiranju
zbrinjavanja krvarenja potrebno je odrediti bubreznu funkciju (mjerenje serumskog kreatinina
1 procjena brzine glomerularne filtracije) i antikoagulantni ucinak, ali ta procedura ovisi o
mogucnostima odredenog laboratorija. Ako se opéim mjerama ne moze uspostaviti kontrola
krvarenja i u sluajevima zivotno ugrozavajucih krvarenja, treba razmotriti upotrebu specifi¢nih
antidota. (Gornik i sur., 2017) Trenutno su odobrena dva antidota od strane FDA: idarucizumab
za dabigatran i andeksanet-a za rivaroksaban i apiksaban. Rije¢ je o specifi¢nim antidotima koji
se vezu za aktivni lijek 1 vrlo brzo inhibiraju antikoagulacijski uc¢inak. (Baugh i sur., 2019) Oni
se primjenjuju na temelju koncentracija DOAK-a u plazmi, a postavljene grani¢ne vrijednosti
za hitne medicinske intervencije s visokim rizikom krvarenja iznose od 30 do 50 ng/mL.
(Papageorgiu i sur., 2023) U pacijenata s ozbiljnim krvarenjem, koncentracija DOAK-a veca
od 50 ng/mL smatra se dovoljno visokom da opravda primjenu antidota. U onih koji zahtijevaju
hitnu intervenciju povezanu s visokim rizikom od krvarenja, primjena antidota trebala bi se

razmotriti ako je koncentracija DOAK-a veca od 30 ng/mL. (Douxfils i sur., 2021)
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4.2. PROBIRNI KOAGULACIJSKI TESTOVI
4.2.1. PROTROMBINSKO VRIJEME

Protrombinsko vrijeme ili PV (engl. prothrombin time, PT) najcesc¢e je koristen koagulacijski
test koji su u upotrebu prvi uveli americki lijecnik Armand Quick i njegovi kolege 1935. godine.
PV se koristi za prac¢enje pacijenata koji primjenjuju antagoniste vitamina K te za procjenu
nasljednog i steCenog manjka FII, FV, FVII, FX i fibrinogena te prisutnosti njihovih inhibitora.
PV je probirni test koji koristimo za ispitivanje vanjskog (puta tkivnog faktora) i zajednickog
koagulacijskog puta te stoga na njega utjece aktivnost FII, FV, FVII, FX i fibrinogena. Test
mjeri vrijeme (izrazeno u sekundama) potrebno za formiranje fibrinskog ugruska nakon
dodatka optimalne koli¢ine tkivnog tromboplastina (sadrzi tkivni faktor, fosfolipide i kalcijev
klorid) u plazmu siromasnu trombocitima (engl. platelet-poor plasma, PPP). (Dorgalaleh i sur.,

2021; Broni¢, 2019)

Produljenje PV-a mogu uzrokovati deficijencije FVIL, FX, FV, FII, fibrinogena ili protutijela na
navedene faktore. Takoder, test je abnormalan u pacijenata s inhibitorima konverzije
fibrinogena u fibrin, ukljucujuéi visoke doze heparina i prisutnost produkata razgradnje fibrina.
Uobicajeno PV reagensi sadrze viSak fosfolipida kako nespecifi¢ni inhibitori (tj., endogeni
lupusni antikoagulans) koji reagiraju s anionskim fosfolipidima, ne bi produljili vrijeme
zgruSavanja. NajceSca upotreba PV testa je redovito pracenje pacijenata na varfarinu. (Bates 1

Weitz, 2005)

Tromboplastinski reagens kljucna je komponenta PV testa. Rije¢ je o kombinaciji tkivnog
faktora (TF-a), lipida i kalcijeva klorida. Tromboplastinski reagensi mogu potjecati od ljudskog
ili Zivotinjskog tkiva (mozga ili posteljice) ili se mogu dobiti proizvodnjom rekombinantnog
humanog TF-a unutar fosfolipidnih vezikula. Upotreba razli€itih izvora TF-a dovodi do
varijacija u rezultatima PV-a. Znacaj ovog javio se nakon S§to su zemlje Sjeverne Amerike
pocele koristiti ze€ji tromboplastinski reagens za pracenje antikoagulacije koji se pokazao
manje osjetljiv u odnosu na humani tromboplastinski reagens koriSten u Ujedinjenom
Kraljevstvu (UK) 1 ostatku svijeta. Americki su lije¢nici, prema rezultatima PV testova,
propisivali viSe doze antagonista vitamina K u odnosu na britanske lije¢nike. Pokazalo se da
pacijenata s krvarenjem ima pet puta vise u zemljama Sjeverne Amerike nego u UK-u. Postala
je jasna potreba za boljom standardizacijom rezultata PV testova; prvi pokusaji zapoceli su
1962. i rezultirali uvodenjem britanskog komparativnog tromboplastina (engl. British
Comparative Thromboplastin, BCT) 1969. godine. Svjetska zdravstvena organizacija (engl.
World Health Organization, WHO) u 1983., nakon daljnjeg procesa standardizacije, predstavlja
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internacionalni normalizirani omjer (engl. International Normalised Ratio, INR). (Dorgalaleh 1

sur., 2021)
INR = (PR) !
ili

INR =[ PV (s) bolesnika / MNPV (s)] ™!

*PV — vrijeme u sekundama izmjereno kod bolesnika

*PR — omjer PV-a, predstavlja omjer PV-a u sekundama izmjerenog kod bolesnika prema

MNPV-u

*MNPV — srednje normalno protrombinsko vrijeme, predstavlja geometrijsku sredinu

vrijednosti PV-a dobivenih od najmanje 20 zdravih dobrovoljaca

*ISI — indeks osjetljivosti za odgovarajuéi PV reagens

Korekcijski faktor ISI oznacava medunarodni indeks osjetljivosti (engl. International
Sensitivity Indeks) koji ovisi o vrsti reagensa 1 instrumenata koriStenih prilikom odredivanja
PV-a, a sluzi tome da se izmjereni PV stavi u odnos s referentnim tromboplastinskim
standardom WHO-a. Time se postiZe isti INR rezultat prilikom mjerenja PV-a u istom uzorku

ali na razliitim instrumentima i uz pomo¢ razli¢itih tromboplastinskih reagensa.

PV se mjeri u sekundama, a koagulabilnost krvi se izraZava kao postotak aktivnosti od normalne
vrijednosti. U odraslih osoba koje nisu na terapiji antagonistima vitamina K vrijednost PV je
>70 %. Vrijednost PV <70 % ukazuje na hipokoagulabilnost krvi. Samo za bolesnike na terapiji
antagonistima vitamina K rezultati PV trebaju se izvjestavati kao INR. Optimalne vrijednosti
INR-a u profilaski i lijeCenju tromboembolijskih bolesti iznose 2-3, a u slucaju bolesnika s
umjetnim sréanim zaliscima ili u drugim stanjima sa znacajno poviSenim rizikom od
trombotskih incidenata preporuceni INR je 2,0-3,5. Vrijednost INR iznad preporucenog
terapijskog intervala ukazuje na povecani rizik od krvarenje, a vrijednosti ispod terapijskog

intervala na povecani rizik od tromboze. (Katzung i sur., 2020; Broni¢, 2019)
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4.2.2. AKTIVIRANO PARCIJALNO TROMBOPLASTINSKO VRIJEME
Aktivirano parcijalno tromboplatinsko vrijeme ili APTV (engl. activated partial thromboplastin
time, aPTT) probirni je test koji se koristi u procjeni manjka FVIIL, FIX, FXI, FXII i prisutnosti
njihovih inhibitora. Ovaj se test koristi od 1953. godine, a 1961. bio je znac¢ajno modificiran
¢ime je postao vrlo sli¢an testu koji se danas koristi. Svaki APTV reagens sadrzi kontaktni
aktivator (silicijev dioksid, kaolin, elaginsku kiselinu) i fosfolipide razli¢itog podrijetla, ali ne
sadrzi tkivni faktor te se naziva ,,parcijalni tromboplastin®. Inkubacijom plazme s optimalnom
kolic¢inom fosfolipida i povrSinskog aktivatora uz dodatak kalcijevih iona pokrece se aktivacija
¢imbenika unutarnjeg puta zgrusavanja Sto rezultira pretvorbom fibrinogena u fibrin. (Santoro

i sur., 2023; Ignjatovic, 2013; Broni¢, 2019)

APTV myjeri se u sekundama, a izmjereni rezultati takoder ovise o koriStenom reagensu i
analizatoru. APTV reagensi razlikuju se prema osjetljivosti na FZ, terapiju UFH-om 1 lupus
antikoagulans zbog razli¢itog sastava fosfolipida i aktivatora. Zbog ove razlicite osjetljivosti
APTV reagenasa, izvjeStavanje APTV isklju¢ivo u sekundama moze rezultirati
neodgovaraju¢om usporedivoS¢u rezultata medu laboratorijima. Na nalazu se uz rezultat
izrazen u sekundama uvijek izvjesStava i omjer APTV (izraCunava se dijeljenjem bolesnikovog
APTV-a sa srednjom vrijedno$¢u referentnog intervala za odredeni sustav reagensa i

koagulometra). (Broni¢, 2019)

Kako ovaj test mjeri vrijeme (u sekundama) potrebno za stvaranje fibrinskog ugruska nakon
aktivacije plazme siromaSne trombocitima, on zapravo predstavlja indirektnu procjenu
djelovanja UFH-a te se uobicajeno koristi za prac¢enje pacijenata koji su na terapiji UFH.
Medutim, pogotovo u kriti¢nih bolesnika, ovakvo pracenje terapije ima brojne nedostatke Sto
ukljucuje nedostatak klinicke validacije terapijskog raspona (tj., produljenje od 1.5 - 2.5 puta
bazalna vrijednost APTV) 1 nedostatak medunarodnog standardizacijskog postupka. Vrijednost
APTV-a pri odredenoj koncentraciji heparina poprili¢no varira ovisno o koriStenim reagensima
1 instrumentima za mjerenje. Nadalje, bazalni APTV moZe biti produljen u odredenih pacijenata
zbog razlicitih faktora kao §to su manjak fibrinogena ili faktora zgrusavanja, visoke razine
FVIII ili prisutnosti endogenog lupus antikoagulansa. U ovom kontekstu, predloZzena metoda
pracenja i titracije doze UFH-a jest mjerenje anti-Xa aktivnosti. Tako dobijemo pouzdaniji uvid
u koncentraciju UFH-a, ali nam taj test ne daje uvid u unutarnji put koagulacije kao Sto to APTV
omogucuje. Preporuka je da se prije uvodenja antikoagulantne terapije provjeri stanje
bolesnikova hemostatskog sustava temeljeno na prethodnim krvarenjima ili trombotskim

incidentima te mjerenju PV 1 APTV. Ako se ispostavi da je vrijeme zgrusavanja produljeno,
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treba utvrditi uzrok (prisutnost inhibitora ili manjak ¢imbenika koagulacije) 1 prema tome
procijeniti prednosti odnosno rizike antikoagulantne terapije. Kad su u pitanju visokorizi¢ni
pacijenti, potrebno je izmjeriti i APTV i anti-Xa vrijednost. U pacijenata u kojih se heparin
primjenjuje intermitentno, vrijednost APTV 1 anti-Xa treba mjeriti 6 sati nakon primjene doze,
a APTV odrzavati 2 - 2.5 puta ve¢im od bazalnih vrijednosti. Ipak, u ovakvom ¢e slucaju
preferirana terapija biti LMW heparini jer ne zahtijevaju mjerenje koncentracija odnosno

odredivanje antikoagulantnog uc¢inka. (Lardionis i sur., 2022; Katzung i sur., 2020)

4.2.3. TROMBINSKO VRIJEME
Trombinsko vrijeme ili TV (engl. thrombin time, TT) jednostavna je koagulacijska pretraga koja
odrazava pretvorbu fibrinogena u fibrin nakon dodatka govedeg ili ljudskog trombina u suvisku
plazmi siromasnoj trombocitima. TV se mjeri i izvjeStava u sekundama, a koristi se kao probirni
test za procjenu manjka ili kvalitativnih poremecaja fibrinogena te prisutnosti inhibitora
trombina. TV je jako osjetljiv na prisutnost inhibitora trombina koji se koriste u
antikoagulacijskoj terapiji, heparina i dabigatrana. Medutim, TV nije prikladan test za pracenje
antikoagulacijske terapije heparinom i direktnim inhibitorima trombina zbog prevelike
osjetljivosti. Vrijeme stvaranja fibrina mjeri se opti¢kim ili mehanic¢kim tehnikama. (Undas,

2017; Wada i sur., 2021; Broni¢, 2019)
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4.3. UTJECAJ DOAK-A NA PROBIRNE KOAGULACIJSKE PRETRAGE

Za razliku od tradicionalnih antikoagulansa poput varfarina i UFH-a, DOAK-i ne zahtijevaju
redovito pracenje koagulacije i titriranje doze. Ipak, sa sve Sirom i1 ¢eS¢om upotrebom ovih
lijekova, postaje jasno da je odredivanje koncentracije DOAK lijekova s pomoc¢u pouzdanih
laboratorijskih pretraga u odredenim klini¢kim situacija nuzno. Nadalje, s obzirom na to da
DOAK-i mogu ometati mnoge testove koagulacije i uzrokovati pogresne rezultate, laboratoriji

moraju znati utjecaj ovih lijekova na testove koje provode. (Volod i sur., 2022)

Utjecaj DOAK-a na probirne testove koagulacije (PV, APTV i TV) uvelike je proucavan. Rijec¢
je o metodama koje se rutinski izvode u svim klinickim laboratorijima te mogu biti od velike
koristi prilikom dono$enja klini¢kih odluka u hitnim situacijama. Ipak, varijabilnost rezultata
moguca je ovisno o koriStenom reagensu s obzirom na razli¢itu osjetljivost pojedinih reagensa
na DOAK. Stoga se probirni testovi mogu koristiti jedino orijentacijski kako bi se procijenila

prisutnost lijeka, ali ne mogu odrediti stupanj antikoagulacijskog ucinka lijeka. (Dunois, 2021)

Prilikom interpretacije probirnih testova koagulacije u obzir se trebaju uzeti vjerojatni raspon
koncentracije DOAK-a u plazmi, vrijeme posljednje primjene lijeka, reagensi i moguce

patologije koje mogu utjecati na produljenje PV odnosno APTV. (Douxfils i sur., 2018)

Sto se ti¢e INR-a, on je razvijen za pradenje terapije antagonistima vitamina K i nije
odgovarajuci za praenje DOAK-a. INR je suboptimalan u procjeni DOAK-a jer ima visoku
ovisnost o reagensima te nisku osjetljivost 1 specificnost. lTako moze pruziti odredene

informacije, laboratoriji moraju biti svjesni njegovih ogranic¢enja. (Margetic€ i sur., 2022)

INR je specifican za antikoagulacijsko djelovanje koje uzrokuje varfarin jer je ISI baziran na
osjetljivosti tromboplastinskog reagensa na faktore zgrusavanja ovisne o vitaminu K te kao
takav nije valjan za odredivanje antikoagulacijskog u¢inka DOAK-a. Na varfarinu baziran ISI
nije povezan s osjetljivosti reagensa na direktne inhibitore trombina ili FXa. (Adcock i

Gosselin, 2017)
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4.3.1. Utjecaj direktnih inhibitora trombina
Maksimalna koncentracija dabigatrana u plazmi (cmax) 1 maksimalni antikoagulantni uc¢inak
postizu se unutar tri sata od oralne primjene lijeka. APTV omogucuje kvalitativnu procjenu
aktivnosti dabigatrana, ali osjetljivost ovisi o reagensu i koagulometru S§to komplicira
interpretaciju rezultata. U vecine pacijenata koji primjenjuju dabigatran eteksilat APTV bit ¢e

produljen (omjer > 1.2; [APTV pacijenta/referentni APTV]). (Douxfils i sur., 2018)

Krivulja doza tj. odgovor dabigatrana s APTV reagensima je zakrivljena, a izravna se pri
priblizno 200 ng/mL. Vrijeme zgrusavanja varira izmedu reagensa §to je vjerojatno povezano s
razlikama u sastavu reagensa. S potrebnom koncentracijom dabigatrana od priblizno 400
ng/mL, vrijeme produljenja APTV-a je dvostruko. Unato¢ ovim ograni¢enjima, APTV moze
biti koristan probirni test i moze pruziti pribliznu procjenu razine dabigatrana u terapijskim
koncentracijama. Ovisno o osjetljivosti reagensa, rezultat moZze biti polukvantitativan ili samo
kvalitativan, a kod nekih APTV testova prisutnost dabigatrana mozda nece biti pouzdano

otkrivena. (Dunois, 2021)

Utjecaj dabigatrana na PV je manji. Vrijeme zgrusavanja moze biti produljeno u odnosu na
koncentraciju dabigatrana u plazmi, ali nije sustavno produljeno pri maksimalnim
koncentracijama u plazmi (cmax) 1 nikada pri najnizim koncentracijama. Pri cmax dabigatrana
INR iznosi manje od 1.5 §to zna¢i da PV nije prikladan test za mjerenje ili otkrivanje

dabigatrana. (Dunois, 2021)

TV je test koji je vrlo osjetljiv na dabigatran, a normalno vrijeme zgrusavanja povezano je s
odsutnos¢u dabigatrana ili njegovim niskim koncentracijama u uzorku plazme. Za
koncentracije nize od ili blizu 30 ng/mL, vrijeme zgruSavanja je znacajno produljeno dok
vrijeme zgrusavanja moze biti deset puta produljeno ili u mnogim slu¢ajevima iznad granice
mjerenja pri maksimalnoj koncentraciji u plazmi (cmax). UCinak dabigatrana na ovu pretragu
izravno ovisi o koncentraciji trombina u TV reagensima. Shodno tome, produljeno trombinsko
vrijeme ne moZze se automatski povezati s visokim razinama dabigatrana pa TV nije prikladan
za precizno kvantitativno mjerenje, ali se moze koristiti za isklju¢ivanje prisutnosti dabigatrana.

(Dunois, 2021)
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4.3.2. Utjecaj direktnih inhibitora FXa
Krivulja doza tj. odgovor inhibitora FXa s APTV reagensima je nelinearna, pri ¢emu je
nelinearnost sve vise izrazena s porastom koncentracija lijekova. Vrijednost APTV-a je malo
produljena pri cmax. U velikom broju pacijenata lijeCenih apiksabanom koncentracije do 200
ng/mL nisu detektirane APTV testom. APTV ima vecu osjetljivost na rivaroksaban u usporedbi
s ostalim inhibitorima FXa. Ipak, ova osjetljivost, koja ovisi o koriStenom reagensu, u pravilu
je nedostatna za pracenje terapijskih koncentracija lijeka, a pogotovo nizih koncentracija;
APTYV ne moze detektirati u¢inak rivaroksabana pri koncentracijama nizim od 50 ng/mL. Zbog

toga APTV nije test pouzdan za detekciju inhibitora FXa. (Dunois, 2021; Qiao i Tran, 2024)

Tijekom ranih faza klinickog razvoja inhibitora FXa, odredene studije pokazale su da se
koncentracije rivaroksabana mogu mjeriti PV testom. Rivaroksaban ima najveci utjecaj na PV,
slijedi edoksaban, dok apiksaban gotovo nema utjecaj. Koncentracije apiksabana do 200 ng/mL
nemaju nikakav utjecaj na PV. Za sve je inhibitore FXa osjetljivost nedovoljna pri

koncentracijama manjim ili blizu 30 ng/mL. (Dunois, 2021)

Inhibitori FXa nemaju utjecaj na TV. (Dunois, 2021)

Tablica 3. Utjecaj DOAK-a na probirne koagulacijske pretrage (prilagodeno prema Dunois,
2021)

Dabigatran Rivaroksaban Apiksaban Edoksaban
PV/INR*? 1 pri Cmax 1 blaga ili 0
nikakva
promjena
1 1 pri Cmax blaga ili 1 pri Cmax
APTV®b nikakva
promjena
TV 1 pri Cmin bez promjene bez promjene bez promjene

%ovisno o reagensu, “ovisno o koncentraciji; APTV: aktivirano parcijalno tromboplastinsko

vrijeme; PV: protrombinsko vrijeme; TV: trombinsko vrijeme
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4.3.3. Utjecaj DOAK-a na druge koagulacijske testove
S obzirom da DOAK-i interferiraju sa stvaranjem fibrina i posljedicno utjecu na rezultate
probirnih koagulacijskih testova, razumljiva je pretpostavka da ¢e utjecati i na rezultate

specificnih testova temeljenih na koagulometrijskom mjerenju. (Margeti¢ i sur., 2022)

Za testiranje trombofilije mogu biti potrebni testovi kao §to su lupus antikoagulans, test na
rezistenciju na aktivirani protein C (APCR), protein C, protein S i antitrombin. U takvim
slucajevima testiranje bi se trebalo provesti u trenutku minimalne koncentracije lijeka u plazmi
Sto je 12 ili 24 sata nakon posljednje primjene lijeka (ovisno o jednostrukom ili dvostrukom
doziranju); ipak, smetnje su i dalje moguce, a ovise o osjetljivosti testa i primijenjenom DOAK-
u. Budu¢i da postoji moguénost laznih rezultata, stvarna potreba za ovim testovima u pacijenata

na terapiji DOAK-ima trebala bi se pazljivo razmotriti. (Douxfils 1 sur., 2018)

Kad god je moguce, ove testove treba odgoditi do barem 5 dana nakon prestanka primjene
DOAK lijeka. Alternativno, moguce je in vitro uklanjanje komponenti DOAK-a iz plazme
prethodno provodenju koagulacijskih testova. DOAC-Stop (adsorpcijsko sredstvo, Hematex
Research, Hornsby, Australija) i DOAC-Remove (aktivni ugljen, 5-Diagnostics, Svicarska)
mogu neutralizirati sve DOAK-e s minimalnim utjecajem na testove hemostaze. (Margeti¢ i

sur., 2022)
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Tablica 4. Utjecaj DOAK-a na specificne koagulacijske testove

(prilagodeno prema Douxfils i sur., 2018)

Test Dabigatran Rivaroksaban  Apiksaban  Edoksaban Obrazlozenje
Lupus 7 7 1 Lazno pozitivni
antikoagulans rezultati
SdRVVT
Rezistencija ) ) 7 Utjece na APTV-
na aktivirani bazirane testove;
protein C FV Leiden APTV-
(APCR) baziran test bolji
Protein C -1 -/1 -/1 Kromogena metoda
aktivnost - ne utjece;
Imunokemijska
metoda - ne utjece;
Koagulometrijska
metoda - utjece
Protein S -/1 -/1 -/1 Imunokemijska
aktivnost metoda - ne utjece;
Koagulometrijska
metoda - utjece
Antitrombin -/1 -/1 -/1 Metoda s
aktivnost trombinom — utjece
dabigatran; Metoda
s FXa —utjecu
inhibitori FXa

1 do 11: povecanje, - : nema utjecaja, APTV: aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme,

dRVVT: vrijeme zgruSavanja potaknuto otrovom Russellove ljutice (engl. diluted Russell’s

viper venom time)
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4.4. METODE ODREDIVANJA DOAK-a
Metoda tekucinske kromatografije - masene spektrometrije (LC-MS/MS) povezuje fizicku
separaciju putem tekucinske kromatografije s masenom analizom putem masene
spektrometrije. Ova vrlo specifi¢na i osjetljiva metoda moze pouzdano odrediti koncentracije
DOAK-a pri vrlo niskim koncentracijama. Sukladno tome, LC-MS/MS predstavlja zlatni
standard za kvantifikaciju DOAK-a. Raspon koncentracija DOAK-a kre¢e se od 5 do 500
ng/mL, a ova metoda pogodna je za analize koncentracija lijeka u vr$nim i najnizim
koncentracijama. LC-MS/MS metoda je tocna u cijelom rasponu koncentracija DOAK-a u
plazmi. Medutim, unato€¢ ovoj prednosti, tehnicka slozenost i nepristupacnost u vecini

laboratorija ¢ine ju neprakticnom za svakodnevnu upotrebu. (Margeti¢ i sur., 2022)

Dodatno, s obzirom na to da drugi ¢imbenici, poput pro- i antikoagulacijskih sredstava, utjecu
na hemostatsko stanje pacijenta, funkcionalni testovi mogu pruziti precizniji uvid u cjelokupni
status hemostaze. Stovise, funkcionalni koagulacijski testovi primijenjeni na automatiziranim
koagulometrima mogu ostvariti vrijeme obrade unutar 60 minuta, $to ih ¢ini prikladnim u

hitnim situacijama. (Margeti¢ i sur., 2022)

Za razliku od metode LC-MS/MS, koagulometrijske ili kromogene metode kalibrirane na lijek
mogu se izvoditi na automatiziranim koagulacijskim analizatorima ¢ime su dostupne u vecini

modernih klini¢kih laboratorija koji provode testove hemostaze. (Margeti¢ i sur., 2022)

Tablica 5. Prikaz o¢ekivanih koncentracija DOAK-a u plazmi nakon primjene terapijskih doza
za prevenciju mozdanog udara u NVAF (nevalvularna fibrilacija atrija) (prilagodeno prema ten

Cate 1 sur., 2017)

Dabigatran® Rivaroksaban®  Apiksaban‘ Edoksaban?
Cmin (ng/mL) ‘ 91 (61-143) 44 (12-137) 103 (41-230) 21(2.5)
Cmax (ng/mL) ‘ 175 (117-275) 249 (184-343) 171 (91-321) 241 (1.2)

a: nakon primjene 150 mg dabigatrana 2x na dan; b: nakon primjene 20 mg rivaroksabana 1x
na dan; c: nakon primjene 5 mg apiksabana 2x na dan; d: nakon primjene 60 mg edoksabana

1x na dan
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4.4.1. METODE ODREDIVANJA KONCENTRACIJE DABIGATRANA

Trenutno dostupne specificne kvantitativne metode odredivanja dabigatrana su diluirano
trombinsko vrijeme (dTV), ekarinska kromogena metoda (ECA), ekarinski koagulometrijski
test (ECT) 1 anti-FIIa test. Sve navedene metode moraju biti kalibrirane s odgovaraju¢im

standardom kako bi se dabigatran mogao kvantificirati. (Dunois, 2021)

4.4.1.1. Diluirano trombinsko vrijeme (dTV)
Diluirano trombinsko vrijeme ili dTV (engl. diluted thrombin time, dTT) je modificirana TV

metoda za kvantitativno odredivanje direktnog inhibitora trombina. Test ima dvije sheme
razrjedivanja kako bi se poboljsale nize granice detekcije. Uzorak plazme prvo se razrijedi u
omjeru 1:10 s imidazolnim puferom, a zatim se jedan dio tako razrijedenog uzorka doda u dva
dijela normalne citrirane plazme. ZgruSavanje se tada pokre¢e dodavanjem viska humanog o-
trombina te se mjeri vrijeme zgrusavanja. Vrijeme stvaranja ugruska izravno je proporcionalno

koncentraciji direktnog inhibitora trombina prisutnog u plazmi. (Volod i sur., 2022)

Do razvoja kalibriranog dTV testa dovela je visoka osjetljivost TV-a na dabigatran, a za izracun
koncentracije dabigatrana u plazmi koriste se standardi dabigatrana. KoriStenje razrijedene
plazme omogucuje mjerenje dabigatrana u Sirokom rasponu koncentracija. Ovaj test pokazuje

dobru korelaciju s LC-MS/MS metodom. (Margetic i sur., 2022)

Prema Europskoj agenciji za lijekove, koncentracije dabigatrana od 67 ng/mL (za prevenciju
venskih tromboembolijskih dogadaja nakon ortopedske kirurgije) i od 200 ng/mL (za
prevenciju moZdanog udara i sistemske embolije, kao i za terapiju duboke venske tromboze i
pluéne embolije), mjerene putem dTV testa, povezane su s povecanim rizikom od krvarenja.
Vazno je napomenuti da su ¢esto potrebne dvije kalibracijske krivulje kako bi se pokrile niske
1 visoke koncentracije dabigatrana. Princip testa dTV koristi se 1 za mjerenje drugih inhibitora
trombina, poput hirudina i argatrobana, koji se primjenjuju intravenski. (Wieland i Shipkova,

2019)

Ogranicenja ove metode vidljiva su u slucaju prelaska s terapije heparinom na dabigatran jer
lijekovi iz heparinske skupine takoder utjecu na dTV test S§to rezultira lazno poviSenim

koncentracijama dabigatrana izmjerenim ovim testom. (Margetic 1 sur., 2022)
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4.4.1.2. Ekarinska kromogena metoda (ECA)

Ekarinska kromogena metoda (engl. ecarin chromogenic assay, ECA) koristi se za
kvantitativno odredivanje direktnih inhibitora trombina. Ekarin (Echis carnitus, zmijski otrov)
koristi se za pretvorbu protrombina u meizotrombin, meduprodukta koji djeluje kao proteinaza
1 Cija aktivnost moZze biti inhibirana pomoc¢u direktnih inhibitora trombina, ali ne i heparina.
Meizotrombin inducira zgruSavanje putem cijepanja fibrinogena u fibrin. Produljenje vremena
zgruSavanja raste linearno s porastom koncentracije izravnog inhibitora trombina. Ekarinska
kromogena metoda koristi slican pristup, ali se koncentracija meizotrombina mjeri pomocu

kromogenog supstrata. (Volod 1 sur., 2022)

Dva su komercijalna kita dostupna za pracenje antikoagulacije ekarinskom kromogenom
metodom; prvi je ECA-H/T (gdje ,,H* oznac¢ava hirudin, a ,,T* direktne inhibitore trombina)

dok je novija, modificirana verzija nazvana ECA-IL

Iako su oba kita distribuirana od strane tvrtke Diagnostica Stago, ECA-H/T je rucni test, dok je
ECA-II automatiziran. (Gosselin i Douxfils, 2020)

4.4.1.3. Ekarinski koagulometrijski test (ECT)
Unato¢ tome §to je ekarinski koagulometrijski test (engl. ecarin clotting time, ECT) u literaturi

opisan ve¢ desetlje¢ima, do danas ne postoji standardizacija za ovaj test. Kao §to je prethodno
opisano, ekarin aktivira protrombin (FII) stvaraju¢i meizotrombin, koji zatim pretvara
fibrinogen u fibrin, a §to je temelj svih testova zasnovanih na zgrusavanju. lako je princip testa
jednostavan, varijacije u testiranju ukljucuju: razrjedivanje uzorka (provodi li se ili ne), stupan;j
razrjedivanja (omjer uzorka i1 otopine za razrjedivanje), vrstu otopine za razrjedivanje
(fizioloSka otopina ili pufer), prethodnu inkubaciju uzorka ili reagensa na 37 °C, te
koncentraciju ekarina. Ove varijacije dovode do razli¢ite osjetljivosti na dabigatran i nizih
granica kvantifikacije. Zbog svoje jednostavnosti, ECT se lako mozZe automatizirati, no
potrebna je provjera izvedbe, posebno kako bi se osiguralo da nema prijenosa reagensa ekarina

prilikom pipetiranja. (Gosselin 1 Douxfils, 2020)

Brojne studije pokazale su linearnu povezanost izmedu ECT i1 koncentracije dabigatrana.

(Gosselin 1 Douxfils, 2020)

lako razvoj komercijalnih kitova moze poboljsati prakticnost ovog testa, ti kitovi nisu
standardizirani niti validirani za dabigatran. Takoder, vazno je napomenuti da ¢e niske razine

protrombina ili hipofibrinogenemija uzrokovati lazno poviSena vremena zgruSavanja,
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neproporcionalna koncentracijama dabigatrana. Zbog tih razloga, ECT se ne moze preporuciti
za hitno pracenje antikoagulantnih ucinaka, ¢ak i ako FDA ovaj test navodi u trenutnom sazetku

opisa svojstava lijeka. (Gosselin i Douxfils, 2020; www.accessdata.fda.gov)

A
(A) ekarin
*
uzorak s DTI » [DTI:meizotrombin kompleks] + visak meizotrombina
3 - .
Fibrinogen ——» Fibrin
(B) ekarin

uzorak s DTI + .

e » |DTI:meizotrombin kompleks] + visak meizotrombina
protrombinski
pufer* |
) . Oslobadanje detektor
Kromogeni supstrat — > heptida +
peptr
. s - 1 405 nm
paranitroanilina 7~
*Protrombinski pufer ukljucuje: € aktivira

-procisc¢eni humani protrombin
-kromogeni supstrat (HSY-083)

— vodi do/sljedeéi korak

Slika 7. Ekarinski testovi.

Napomena: ECT (A) ovisi o razinama protrombina i fibrinogena kod pacijenta pa vrijeme
zgruSavanja moze biti produljeno ako su prisutne niske razine protrombina i/ili fibrinogena.
Medutim, kod ECA (B), uzorak se razrjeduje u protrombinskom puferu $to eliminira utjecaj
niskih razina protrombina, a metoda ne ovisi o pretvorbi fibrinogena te stoga nije podlozna

utjecaju niskih razina fibrinogena.

(preuzeto 1 prilagodeno prema Gosselin 1 Douxfils, 2020)
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4.4.1.4. Anti-FIIa test

Anti-FIla test temelji se na mjerenju inhibicije trombina kromogenom metodom nakon
dodavanja trombinskog reagensa u uzorak plazme. Test koristi kalibratore specifi¢ne za lijek i
pokazuje dobru korelaciju s LC-MS/MS metodom pri mjerenju minimalnih i vr$nih

koncentracija direktnih inhibitora trombina u plazmi. (Margeti¢ i sur., 2022)

Trombin se inkubira s Cistom ili razrijedenom plazmom pacijenta, a rezidualni trombin
hidrolizira kromogeni supstrat specifi¢an za trombin oslobadaju¢i paranitroanilin (pNA).
Koli¢ina oslobodenog pNa, mjerena optickom gusto¢om koja se stvara u minuti, obrnuto je

proporcionalna koncentraciji dabigatrana u uzorku. (Dunois, 2021)

Postoje komercijalno dostupni kitovi za anti-FIIa test (npr. BIOPHEN Heparin anti-Ila [ Aniara,
West Chester, OH, USA]; ACTICHROME Heparin [anti-Ila] [American Diagnostica,
Stamford, CT, USA]). (Garcia i sur., 2013)

Komercijalni testovi izvjeStavaju o granici detekcije (engl. limit of detection, LoD) od priblizno

15 ng/mL. (Dunois, 2021)
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4.4.2. METODE ODREDIVANJA KONCENTRACIJE RIVAROKSABANA,
APIKSABANA I EDOKSABANA

4.4.2.1. Anti-Xa test

Iako joS nije univerzalno standardizirana u svim laboratorijima, primjena kromogenog testa
anti-Xa za detekciju direktnih inhibitora FXa sve je ¢eS¢e zabiljezena u recentnoj literaturi

nakon konsenzusa ICSH-a iz 2018. o laboratorijskom testiranju DOAK-a. (Qiao i Tran, 2024)

Rije¢ je o funkcionalnim anti-FXa testovima kalibiranim s odgovaraju¢im lijekom, izvorno
razvijenim za pracenje terapije s LMWH pripravcima, a ¢ija se primjena prosirila na UFH i
direktne inhibitore FXa pa se mogu koristiti za mjerenje koncentracija rivaroksabana,
apiksabana, edoksabana i betriksabana. Princip anti-FXa testa jednak je za pracenje heparina i
DOAK-a. U ovom testu heparin (UFH ili LMWH) u plazmi pacijenta veze se na endogeni
antitrombin, stvarajuc¢i komplekse heparin-antitrombin koji neutraliziraju poznatu koli¢inu FXa
prisutnog u reagensu. Zatim preostali slobodni FXa djeluje na kromogeni supstrat, oslobadajuci
p-nitroanilin koji daje boju, a §to se ocitava fotometrijski prema kalibriranoj krivulji. DOAK
testovi koriste isti princip pri ¢emu direktni inhibitori FXa izravno neutraliziraju FXa u
reagensu bez potrebe za antitrombinom, a koli¢ina oslobodenog p-nitroanilina mjeri se 1
usporeduje s DOAK kalibratorima. (Wieland i Shipkova, 2019; Qiao i Tran, 2024; Sarode,
2019) Komercijalno dostupni plazmatski kalibratori, koji se sastoje od mijeSane normalne
plazme s dodanim sve ve¢im koli¢inama odredenog DOAK-a, koriste se za izradu kalibracijskih
krivulja iz kojih se mogu izracunati koncentracije lijeka u plazmi. (Margeti¢ 1 sur., 2022)
Uzorcima uzetih od pacijenata prvo se mjeri preostala anti-Xa aktivnost, koja je obrnuto
proporcionalna koli¢ini prisutnog antikoagulacijskog lijeka. Zatim se, koriste¢i standardnu

krivulju, odreduje koncentracija lijeka. (Qiao i Tran, 2024)

Rezultati nekoliko studija pokazuju visoku osjetljivost ove metoda na prisutnost inhibitora FXa.
Medutim, potrebno je obratiti paZnju na o€ekivane koncentracije jer osjetljivost testa ovisi o
koriStenoj metodologiji 1 vrsti testa. Na primjer, neizvjesni rezultati za rivaroksaban mogu se
dobiti ako je koncentracija u plazmi manja od 30 ng/mL; ovaj problem se moze prevladati

koriStenjem prilagodene metode, iako to moZe smanjiti raspon mjerenja. (Margeti¢ i sur., 2022)

Kada se primjenjuje na slican nacin kao za LMWH, ovaj test ima brz rezultat (manje od 30
minuta) 1 najceS¢e postize limite detekcije izmedu 20 1 30 ng/mL ovisno o laboratorijskoj
opremi 1 standardima kalibracije, a Sto je dovoljno za klinicke odluke, posebno u hitnim

situacijama. (Qiao i Tran, 2024)
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Anti-Xa test moze se standardizirati, reproducibilan je i lako se implementira u ustanovama

koje ve¢ koriste ovu metodologiju za pracenje terapije heparinom. U usporedbi s PV-om i

APTV-om, anti-Xa pruza konzistentnije i pouzdanije prac¢enje antikoagulacije kod pacijenata s

oStec¢enjem jetre ili kod pacijenata s izolirano produljenim PV-om ili APTV-om. (Qiao 1 Tran,

2024)

Za implemenataciju ovog testa u cijelom svijetu i svakodnevno koristenje u svim klinickim

slucajevima problem predstavlja dodatni troSak koji takav pothvat predstavlja. (Qiao 1 Tran,

2024)

Tablica 6. Kvantitativne metode odredivanja koncentracije DOAK-a

(prilagodeno prema Margetic i sur., 2022)

Lijek Analiticka metoda
Koagulometrijska Kromogena
Direktni inhibitor Dabigatran dTv ECA
trombina ECT Anti-FIla
Rivaroksaban / Anti-FXa kalibriran
uz rivaroksaban

Direktni inhibitori Apiksaban / Anti-FXa kalibriran

FXa uz apiksaban
Edoksaban / Anti-FXa kalibriran

uz edoksaban

dTV: diluirano trombinsko vrijeme, ECT: ekarinski koagulometrijski test, ECA: ekarinska

kromogena metoda
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4.5. OSTALE METODE ZA ODREDIVANJE DOAK-a

DOAK-i se mogu mjeriti i u drugim uzorcima osim plazme, poput urina, seruma i pune krvi.
Opcenito se pretpostavlja da se serum i plazma mogu koristiti naizmjeni¢no za terapijsko
pracenje DOAK-a. Koncentracije apiksabana i rivaroksabana znacajno su vece u serumu nego
u plazmi. Razlika je izraZenija kod rivaroksabana i ve¢a izmedu seruma i citratne plazme nego
izmedu seruma i EDTA plazme. Vec¢a aktivnost FX u serumu moze objasniti uocene razlike u
koncentraciji. Stoga je odabir matriksa vazan pri tumacenju rezultata terapijskog pracenja
lijekova te u istrazivanjima koja ukljucuju analize direktnih oralnih antikoagulansa. (Margeti¢

isur., 2022)

lako se specificni koagulacijski testovi mogu koristiti za mjerenje DOAK-a s visokom
to¢noSc¢u, ovi testovi nisu Siroko dostupni. Stoga, postoji nezadovoljena klinicka potreba za
osjetljivim testom koji moze brzo detektirati antikoagulantne u¢inke DOAK-a u laboratoriju ili

na mjestu njege odnosno uz postelju bolesnika (engl. point of care, POC). (Maji i sur., 2020)

POC testovi u uzorku urina temelje se na razvoju razli¢itih boja u prisutnosti odnosno odsutnosti
DOAK-a. Tijekom posljednjih nekoliko godina, probirni testovi DOAK-a u urinu dostupni su
kao brza kvalitativna i polukvantitativna metoda detekcije nedavne izlozenosti DOAK-u.

(Margeti¢ i sur., 2022)

DOAK Dipstick (DOASENSE GmbH, Njemacka) je novi brzi test za otkrivanje direktnih
inhibitora FXa 1 direktnih inhibitora trombina u urinu. Test traka sadrzi jastucice koji specifi¢no
detektiraju DOAK-e, kao 1 boju urina i kreatinin. Boje jastuci¢a vizualno se usporeduju s
ljestvicom boja kako bi se odredio rezultat. Mjerenje koncentracije DOAK-a je brZe u uzorcima
urina nego u plazmi, a rezultat s DOAK Dipstickom moZe se dobiti za otprilike 10 minuta.
Medutim, budu¢i da se rezultat DOAK Dipsticka interpretira vizualno, ovisi o promatracu i
moze biti nevaze¢i ako je boja urina abnormalna. Ove potencijalne pogreske mogu se eliminirati

koristenjem ¢itaca (Reader, DOASENSE GmbH, Njemacka). (Ord L i sur., 2022)

DOAK Dipstick moZe se koristiti za isklju¢ivanje prisutnosti klinicki znacajnih koncentracija
direktnih inhibitora trombina i direktnih inhibitora FXa (> 30 ng/mL) u urinu pacijenta.
Pozitivan rezultat DOAK Dipstick testa sugerira da su DOAK-i prisutni u cirkulaciji u
znacajnim koncentracijama te je kao sljedec¢i korak u donoSenju klinickih odluka potrebno

provesti kvantitativno odredivanje DOAK-a u plazmi. (Margetic i sur., 2022)

Viskoelasti¢ni testovi su POC testovi koji u punoj krvi analiziraju proces stvaranja ugruska i

naknadnu lizu (fibrinolizu) u stvarnom vremenu. Primjeri takvih testova su rotacijska
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tromboelastometrija (ROTEM, Werfen, Bedford, MA, USA) i tromboelastografija (TEG,
Haemonetics Corporation, Boston, MA, USA). (Sahli i sur., 2022) DOAK viskoelasti¢ni testovi
pokazali su razli¢ite podatke u vezi s razlikovanjem antikoagulacijskih u¢inaka pa se jo§ ne

preporucuju za pracenje ovih lijekova. (Perifanis V 1 sur., 2021)

Vrijeme stvaranja trombina (engl. thrombin generation assay, TGA) jos$ je jedan obecavajuci
test za odredivanje stupnja antikoagulacije u pacijenata lijeCenih DOAK-ima. (Meihandoest 1
sur., 2021) TGA opisan je kao ,,globalni koagulacijski test koji kontinuirano mjeri proizvodnju

trombina cijepanjem fluorogenog supstrata. (Shaw 1 sur., 2023)

Unato¢ jednostavnosti koriStenja i kratkom vremenu obrade, POC uredaji imaju mnoge
nedostatke poput nedostatka standardizacije, visokih troskova, nedovoljnog istrazivanja te
nedovoljne osjetljivosti za iskljuCivanje klini¢ki relevantnih koncentracija DOAK-a u
perioperativnom okruzenju. Stoga bi njihova upotreba trebala biti ograni¢ena na specifi¢ne

klinicke kontekste. (Margeti¢ 1 sur., 2022)
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5. ZAKLJUCAK

Direktni oralni antikoagulansi svojim dolaskom na trziSte u zadnjih desetak godina oznacili su
prekretnicu u lijecenju tromboembolijskih bolesti. Prednosti ovih lijekova u odnosu na
tradicionalne antikoagulanse ukljucuju jednostavnu primjenu i fiksno doziranje, ve¢u sigurnost

primjene, manje interakcija s lijekovima i hranom.

Iako DOAK-i ne zahtijevaju rutinsko pracenje, u odredenim je klinickim situacijama potrebno
odredivanje koncentracije DOAK-a u plazmi §to ukljucuje neke situacije koje nisu hitne (starija
zivotna dob, teSko bubrezno zatajenje i dijaliza, prethodno intervenciji s visokim rizikom od
krvarenja, BMI > 40 kg/m?, lijek-lijek interakcije) te hitne situacije akutnog krvarenja i potrebe

za odredivanjem strategije za reverziju antikoagulacijskog ucinka.

Unato¢ vidljivom utjecaju DOAK-a na tradicionalne koagulacijske probirne testove, ovi
testovi ne mogu se primjenjivati za odredivanje antikoagulantnog u¢inka DOAK-a. U svim bi
se klinickim situacijama trebali primjenjivati specificni kvantitativni testovi. Za odredivanje
koncentracije dabigatrana dostupni su diluirano trombinsko vrijeme (dTV), ekarinska
kromogena metoda (ECA), ekarinski koagulometrijski test (ECT) i anti-Flla test. Za
odredivanje koncentracije rivaroksabana, apiksabana i edoksabana dostupan je anti-Xa test.

Problem je §to ovi testovi nisu Siroko rasprostranjeni niti implementirani u sve laboratorije.

U potrazi za brzim i svuda dostupnim testom, razvijaju se tzv. POC testovi, testovi uz postelju
bolesnika koji kvalitativno odreduju prisutnost odnosno odsutnost DOAK-lijekova, a mogu se
provoditi u uzorku urina ili pune krvi. Primjeri ovakvih testova su DOAC Dipstick, ROTEM,
TEG 1 TGA. lako su jednostavni za upotrebu 1 daju brze rezultate, ovakvi testovi imaju mnogo

nedostataka pa bi se trebali koristiti samo u specifi¢nim situacijama.
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6. POPIS KRATICA, SIMBOLA I OZNAKA

APTYV - aktivirano parcijalno tromboplatinsko vrijeme
DOAK - direktni oralni antikoagulans

DTI - direktni inhibitor trombina

dTV - diluirano trombinsko vrijeme

DVT - duboka venska tromboza

ECA - ekarinska kromogena metoda

ECT - ekarinski koagulometrijski test

FZ - faktor zgrusavanja

ICSH - medunarodno vijece za standardizaciju u hematologiji
ISI - medunarodni indeks osjetljivosti

LC/MS-MS - tekucinska kromatografija-masena spektrometrija
LMWH - heparini niske molekulske mase

NOAK - novi oralni antikoagulans

NVAF - nevalvularna fibrilacija atrija

PE - plu¢na embolija

PV - protrombinsko vrijeme

PTV - parcijalno protrombinsko vrijeme

TF - tkivni faktor

TV - trombinsko vrijeme

UFH - nefrakcionirani heparin

vWF - von Willebrandov faktor
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8. SAZETAK
U svijetu je vidljiv trend porasta incidencije tromboembolijskih bolesti, a glavni alat u kontroli
ovih bolesti predstavljaju antikoagulansi. Sa sve veéom upotrebom direktnih oralnih
antikoagulansa u lijeCenju ovih bolesti, javljaju se novi izazovi za klini¢ke laboratorije. lako su
DOAK-i lijekovi za koje nije potrebno rutinsko pracenje, postaje jasno da odredene situacije
ipak zahtijevaju njihovo odredivanje. Ovaj rad donosi pregled recentnih znanstvenih spoznaja
o laboratorijskim pretragama koje se mogu koristiti za odredivanje koncentracije DOAK-a te
objasnjava utjecaj DOAK-a na tradicionalne probirne pretrage hemostaze. Jasno je da rutinski
testovi poput PV, APTV ili TV nisu dovoljno osjetljivi za procjenu antikoagulacijskog u¢inka
ili ¢ak detekciju DOAK-a u pacijenata, ali je vazno da su laboratoriji upoznati s utjecajem
DOAK-a na ove pretrage. Za odredivanje koncentracije DOAK-a u plazmi mogu se koristiti
specificne kromogene i koagulometrijske metode; za izravne inhibitore trombina diluirano
trombinsko vrijeme, ekarinska kromogena metoda, ekarinski koagulometrijski test i anti-FIla

test, a za izravne inhibitore FXa anti-FXa test.
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8. SUMMARY
There is a prominent global trend of increasing incidence of thromboembolic diseases, and the
main tool for controlling these conditions is anticoagulant therapy. With the growing use of
direct oral anticoagulants (DOACs) in the treatment of these diseases, new challenges are
emerging for clinical laboratories. Although DOACs do not require routine monitoring, it is
becoming clear that certain situations do require their measurement. This paper provides an
overview of recent scientific findings on laboratory tests that can be used to determine DOAC
concentrations and explains the impact of DOACs on traditional hemostasis screening tests. It
is evident that routine tests such as PT, aPTT, or TT are not sensitive enough to assess the
anticoagulant effect or even detect DOACs in patients, but it is important that laboratories are
aware of the impact of DOACs on these tests. Specific chromogenic and coagulometric methods
can be used to determine DOAC concentrations in plasma; for direct thrombin inhibitors,
diluted thrombin time, ecarin chromogenic method, ecarin clotting test, and anti-FIla test can

be used, while for direct factor Xa inhibitors, the anti-FXa test is appropriate.
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