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Abstrakt

Zabezpéuje konstantni oh krve. Jedna se o velmi slozity proces sestavagidi fazi

— primarni hemostazy, kdy dochazi k aktivaci koagniho systému, sekundarni
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Abstract

Hemostasis is one of the most important processeshwake part in human body. It
maintains constant blood circulation. It is veryrmgex process, which consists of three
stages — primary hemostasis, during which the da#tigo system is activated,
secondary hemostasis, during which the blood algttakes part, and fibrinolysis, the
process of dissolving the blood clot in order teyant trombosis.

Anticoagulants are drugs, which inhibit coagulatiah the stage of secondary
hemostasis. They are used to treat disorders ctathedth increased blood coagulation
or after surgeries to prevent release of blood tdothe circulatory system — the
trombosis.

Rivaroxaban (Xarelto), direct inhibitor of coagudat factor FXa, is one of them. It
belongs to the group of modern anticoagulants wtsbbw certain advantages in
comparison to older drugs — oral administrationy losk of food and drug-drug
interactions, rapid onset and offset of action pratlictable effect.

Key words: hemostasis, anticoagulants, rivaroxab&@#

Number of pages: 42

Language: Czech



Obsah

Teoreticka ¢ast

1. Hemostaza
1.1. Primérni hemostaza
1.2. Sekundarni hemostaza
1.3. Fibrinolyza
1.4. Poruchy hemostazy
2. Latky ovliviujici hemostazu
2.1. SniZeni hemostazy
2.1.1. Antiagregai latky
2.1.2. Antikoagulancia
2.1.3. Fibrinolytika
2.2. Podpora hemostazy
2.2.1. Hemostatikaigobici na arovni primarni hemostazy
2.2.2. Hemostatikatgobici na trovni sekundarni hemostazy
2.2.3. Hemostatikatgobici na arovni fibrinolyzy
3. Gatrany a xabany — nova antikoagulancia
3.1. Gatrany
3.1.1. Dabigatran
3.2. Xabany
3.2.1. Apixaban
3.2.2. Rivaroxaban
3.3. Srovnani dabigatranu, apixabanu, rivaroxabanu
4. Monitorovani antikoagutai l&by
4.1. Protrombinovyas PT
4.2. Aktivovany Parcialni tromboplastinovgis aPTT
4.3. Trombinovytas TT
4.4. Trombin genetai test TGA
4.5. Stanoveni koncentrace antikoagulancii v ptazm

12
12
13
15
16
17
17
17
17
18
19
19
19
19
20
20
21
22
22
23
24
25
25
26
26
27
28



Prakticka ¢ast
1. Cile praktick&asti
2. Experimentalni vybaveni
2.1. Ristrojové vabaveni
2.2. Materialové vybaveni
3. Metodika TGA
3.1. Opakovatelnost metody
3.2. Vliv zamrazeni
4. Soubor pacieitlécenych rivaroxabanem
4.1. Vysledky
4.2. Statistické vyhodnoceni
5. Soubor paciefitsin vitro pridavkem rivaroxabanu
6. Zawr a diskuze

30
30
30
30
31
31
32
34
34
36
38
41



Seznam tabulek
- Tabulka¢.l — Prehled koagulénich faktoi
- Tabulka¢.Il — Srovnani dabigatranu, apixabanu, rivaroxabanu
- Tabulkag.lll — Srovnani vhodnosti PT, aPTT, TT pro monitgdai dabigatranu,
rivaroxabanu, apixabanu
- Tabulka¢.lV — Vysledky n&teni Opakovatelnost metody
- Tabulka¢.V — Vysledky ngteni Vliv zamrazeni
- Tabulka¢.VI — Vysledky nefeni Kalibra&ni fady
- Tabulka¢.VIlI — Vysledky meteni plazmy pacieftuzivajicich rivaroxaban
- Tabulka¢.VIll — Zakladni statistické charakteristiky

- Tabulkac.IX — Vysledky n&teni plazmy sn vitro piidavkem rivaroxabanu

Seznam obrazla
- Obrazek.l — Koagul&ni kaskada
- Obrazek.Il — Misto &inku gatrari a xabanh v koagul&ni kaskad
- Obrazeke.1ll — Chemicka struktura dabigatranu
- Obrazeke.lIV — Chemicka struktura apixabanu
- Obrazek.V — Chemicka struktura rivaroxabanu
- Obrazek.VI — Trombinogram
- Obrazek.VIl — Trombinogram u réfeni opakovatelnosti metody
- Obrazeke.VIll — Trombinogram u rdfeni vlivu zamrazeni
- Obrazek.IX — Trombinogram pacientadéného rivaroxabanem
- Obrazeks.X — Trombinogram pacientais vitro piidavkem rivaroxabanu

Seznam grafi
- Graf | —tLag = f(c)
- Graf Il — Peak = f(c)
- Graf lll = AUC =f(c)



Seznam pouzitych zkratek
- ADP - adenosindifosfat
- APC - aktivni protein C
- aPTT - aktivovany parcialni tromboplastinaigs
- ASA — kyselina acetysalicylova
- ATIII — antitrombin IlI
- AUC - area under curve
- COX; — cykloxygenaza 2
- CYP - cytochrom P450
- dTT - dilutovany trombinovyas
- EACA - kyselina epsilonaminokapronova
- FDP —fibrin degradani produkty
- Fl—fibrinogen
- Fll — protrombin
- FV — proakcelerin
- FVII — prokonvertin
- FVIII — antihemofilicky faktor
- FIX — antihemofilicky faktor B
- FX - Stuart-Proweiv faktor
- FXI - antihemofilicky faktor C
- EXIl — Hagemaliv faktor
- FXIIl - fibrin stabilizujici faktor
- GPIb — glykoprotein Ib
- GPlIbllla — glykoprotein lIbllla
- HCII — heparinovy kofaktor Il
-  HMWK - vysokomolekularni kininogen
- INR — mezinarodni normalizovany pém
- LMWH — nizkomolekularni heparin
- NOAC - nova
- PAIl —inhibitor aktivatoru plazminogenu
-  PAMBA - kyselina paraaminomethylbenzoova
-  PGbL - prostaglandingl
- PKK - prekalikrein



pNA — paranitroanilin

PT — protrombinovyas

TAFI — trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy
TCT — trombinovy srazec¢ias

TF — tk&ovy faktor

TFPI — inhibitor drahy tk&veého faktoru
TGA — trombin genekai ¢as

tLag — lag time

TM — trombomodulin

tPa — tkédovy aktivator plazminogenu
tPeak — time to peak

TT — trombinovycas

TXA2 — tromboxan A

Sk — relativni smirodatna odchylka
UFH — nefrakcionovany heparin

uPa — urokinaza

VI — velocity index

VWEF — von Willdebrandv faktor

-10 -



TEORETICKA
CAST



1. Hemostaza

Hemostaza je vyvazena interakce krevnichékumaskulatury, plazmovych protéira
nizkomolekularnich latek. Dokonala hemostaza znamgadné krvaceni a Zadna
trombodzall]
Hlavnim cilem hemostazy je ochrénit organismiedpvelkou ztratou krve, zabezjte
plynuly krevni tok a opravovat poskozené krevniycaukarg. Na tom se podili krevni
destéky (trombocyty), stna cév, srazeci faktory, faktory pro fibrinolyzuoatatni
plazmatické proteiny, vapenaté ionty ?Ga organické nizkomolekularni latky
(fosfolipidy, prostaglandiny), hormony &které proteasy. (Kolde, 2004)
Hemostazu lze roztlt do téi jednotlivych kroki

o Primarni hemostaza (vazokonstrikce, adheze tromboaktivace trombocyi)

o Sekundarni hemostaza (aktivace koagnileh faktofi, formace fibrinu ~

hemokoagulace)
o Fibrinolyza (aktivace fibrinolytickych faktér lyza srazeniny) (Kolde, 2004)

1.1. Primarni hemostaza

Béhem primarni hemostazy dochazi kent hlavnim djum — vazokonstrikci, adhezi
trombocyti a agregaci tromboayt Vysledkem je tvorba nestabilni primarni cévnkyat
neboli agregatu krevnich destk, ktera je zpewma fibrinem v nasledném procesu
hemokoagulace. (Penka, Tasa, 2011)

Vazokonstrikce je reflexni odp&¥ cév na ztratu krve. Jedna se o rychly procesy kter
je &inny prevazré u mensSich a sdnich cév, vigpackt cév \tSich je k zastay
krvaceni nutny nastup dalSich kfokemostazy. Je vyvolana autonomnim nervstvem,
svalovymi buitkami a mediatory — serotoninem, epinefrinem, naadlinem a
tromboxanem A (Kolde, 2004)

Adheze krevnich desgk nastava ve chvili, kdy dedty piijdou do kontaktu

s nefyziologickymi povrchy, hlawn s kolagenem z bazalni membrany cévriinyst
Interakce kolagenu a desk je primarg aktivovana glykoproteiny na povrchu
krevnich destiek (GPIb), dalSi interakce je dosazeno pomoci pddizkych proteid
(von Willebrandiv faktor, fibrinogen), trombinu, tromboxany,Aserotoninu, epinefrinu
¢i arachidonové kyseliny. Dochazi tedy k adhezi kiel destiek, ty se aktivuji a

nasled® meéni svj tvar na kulovity s filopodii. (Kolde, 2004)
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Poslednim krokem primarni hemostazy je agregacenigk destiek. Jedna se
jednoduSe o shlukovani trombogyw mis¢ poraréni. Zaina po jejich aktivaci.

Mediatorem agregace je fibrinogen, ktery se vazeecaptory GPIIbllla na povrchu
aktivovanych trombocyt coz spousti uvobmi kyseliny arachidonové z membrany
trombocyfi. Ta je &pena na endoperoxidy a troboxan, Atery zvySuje agregaci
destéek. Jednd se o tzv. primarni agregaci (reverzibilldekundarni agregace
(ireverzibilni) je zprosedkovana uvalovaci reakci, kterd uviolje ADP a

trombospondin (agregai substance). (Janicadis, 2003)

1.2. Sekundarni hemostaza

Sekundarni hemostaza, neboli vlastni hemokoagujacged interakci mezi proteiny,
tzv. koagul&nimi faktory, vedouci k tvogb trombinu, potazmo fibrinu a fibrinové
zatky. Tyto interakce se souhgnnazyvaji koagukni kaskada. Koagutai faktory jsou

za normalnich okolnostitfpomny v krevni plazm jako neaktivni prekurzory, ty jsou
Vv pripact porargni cévy genmenény na aktivni formu pomoci enzymatickych reakci, ve
kterych jako enzymy vystupuji jiné koagéa faktory.

Prehled jednotlivych koagutaich faktoti podava Tabulka I.

Zkratka Nazev faktoru
FI fibrinogen
Fll prothrombin
FV proakcelerin
FVII prokonvertin
FVIII antihemofilicky faktor AHF
FIX antihemofilicky faktor B/Christmas faktor
FX Stuart-Prowalv faktor
FXI plazmaticky pedchidce tromboplastinu/antihemofilicky faktor G
FXII Hagemariv faktor
FXIII fibrin stabilizujici faktor
TF tkaovy faktor
PKK prekalikrein
HMWK vysokomolekularni kininogen

Koagul&ni kaskadu Ize roztit na dw cesty — vnitni a zevni. Ty se spolu spojuji ve
spol&nou cestu na Urovniremeny faktoru X na faktor Xa. (Kolde, 2004)
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FXIT — FXIla

|

FXI—> FXIa

|

FIX— FIXa
FVIIla «— F VI

F III
FX —> FXa
FVII —> FVIIa l/\FVa‘:—FY
F“HT*‘
FI—> Fla

Strikné schéma koaguiai kaskady znazauje Obrazek.1.

Vnitini cesta je aktivovana kontaktem krve s nefyziakgn povrchem — kolagenem
ze subendotelu v miésporaréni. Jeji vyznam je vSak minoritni, pro iniciaci kodecni
kaskady je vyuzivanarpvazi cesta zevni. Vnihi cesta z&na gemenou faktoru FXII
na jeho aktivovanou formu FXlla, ktera je katalyaoa kontaktem tohoto faktoru
s nefyziologickym povrchem, komplexnimi proteiny likeeinem a
vysokomolekularnim kininogenem a Cdonty. Aktivovany faktor FXlla katalyzuje
pren¥nu faktoru FXI na jeho aktivovanou formu FXla; tanC&" ionty katalyzuiji
prenenu faktoru FIX na jeho aktivovanou formu FIXa a tspoléns s C&" ionty a
faktorem FVllla, ktery vznikl aktivaci faktoru FW] katalyzuje gemeénu faktoru FX
na aktivovany faktor FXa, ktery jiz vstupuje dotyespole&né. (Kolde, 2004)

Zevni aktiv&ni cesta je pro iniciaci koagulai kaskady dlezit¢jSi nez cesta vrithi.
Dochazi k aktivaci pomoci tkédvého faktoru. Ten je uvidbvan z poraéné tkaw,
pfichazi do kontaktu s faktorem FVlla, ktery vznildtisaci faktoru FVII za vyuZiti
Cd" ionti jako kofaktoru, a spod@s aktivuji pemsnu faktoru FX na jeho aktivovanou
formu FXa, ktery dale katalyzujergmeénu faktoru FIl na Flla ve spaleé cest.
(Kolde, 2004)

Spol&nda cesta z8na gemenou faktoru Fll (prothrombin) na Flla (thrombin)eka je
katalyzovana faktory FXa a FVa (vznikl aktivaci fiaki FV) a C&" ionty. Vznikly
faktor Flla katalyzuje femenu faktoru FlI (rozpustny fibrinogen) na faktor Fla

(nerozpustny fibrin).
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Vznikly fibrin je monomerni a polymerizuje na finovou sf, ktera stabilizuje primarni
cévni zatku. (Kolde, 2004)

Nekteré koaguléni faktory jsou tzv. vitamin K dependentni. Jedeaosfaktory FilI,
FVII, FIX a FX. Vitamin K umo#uje €mto koagulanim faktofim vazat vapenaté
ionty C&”, které tyto faktory vyuZivajf jako kofaktor promyaktivaci.

Tak komplexni systém, jakym je koagind kask&da, je nutno regulovat. Sasr¢

s iniciaci koagulace jsou aktivovany i tzwirpzené inhibitory koagulace. Ty maji za
ukol kontrolovat generaci trombinu a branit srdzémvie mimo misto porami.
Neregulovana koagulace by mohla vést ke vzniku Ibgnpotazmo zpomaleni toku
krve cévowi k uvolréni trombu do o&hu. Hlavnimi girozenymi inhibitory koagulace
jsou antitrombin Il (AT Il1), inhibitor drahy tkéového faktoru (TFPI), heparinovy
kofaktor Il (HC Il) a systém proteinu C. (Gumul@612)

Antitrombin je inhibitor trombinu, jejich navazanimznikd komplex trombin-
antitrombin, ktery postrdda jak koagémd schopnosti trombinu, tak antikoagina
schopnosti antitrombinu ll. Inhibitor drahy tkdvého faktoru TFPI vaze faktor FXa a
tim blokuje jeho katalytickou roli v koaguiai kaskad. Heparinovy kofaktor 11 (HC 1)
je inhibitorem faktoru Flla (trombinu). Systém pmtu C je aktivovan vazbou
trombinu na transmembranovy glykoproteid trombontiod(i'M) za tvorby komplexu
Flla-TM. Tento komplex jednak inhibuje koagtd aktivitu trombinu a navic
katalyzuje peménu proteinu C na aktivovany protein C, ktery mailinini schopnost
pro faktory FVllla a FVa. (Slechtové, 2007)

1.3. Fibrinolyza

Fibrinolyza je poslednim krokem hemostazy.

Procesy, na kterych se fibrinolyticky systém pogsibu regulace fluidokoaguiai
rovnovahy; remodelace extracelularni matrix, hojean; modulace proliferace,
diferenciace a migrace btk modulace imunitni odp@di (cytokiny, matrikiny);
modulace angiogeneZ@]

Hlavnim krokem fibrinolyzy je feména fibrinu na fibrin degradai produkty (FDP),
¢ehoz je dosazeno pomoci plasminu, ktery vznika epigtickym SEpenim
plazminogenu. Plasminogen je plazmaticky proteiafirstou k fibrinu, je proto
inkorporovan ve sraZzeninb¢hem jeji tvorby. Vlivem psobeni tk&dového aktivatoru

plasminogenu (tPa) uvainého poratnym endotelem a urokinasy (uPa), fippc
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kalikreinu a faktoli FXla a FXlla, je plasminogen&ten na plasmin. Ten jiz katalyzuje
pieménu fibrinu na jeho degradai produkty (FDP) a kok@é produkty D-dimery.
Plasmin neni specificky, krafriibrinu S€pi i fibrinogen a faktory FV a FVIIl a ma tedy
antikoagulani Gginky. (Slechtova, 2007)

Také fibrinolyzu je nutno regulovat - zvySena fitoiyza niZze zpisobit krvacivé stavy,
snizend fibrinolyza fi¥e vést naopak ke stiam trombofilnim. Regulaci tohoto procesu
zprostedkovavaji pirozené inhibitory fibrinolyzy. P&t sem inhibitor aktivatoru
plazminogenu (PAIl),az-antiplazmin a trombinem aktivovany inhibitor fibdlyzy
(TAFI). Prvni dva — PAI ax-antiplazmin — zaji@uji, aby fibrinolyza probihala jen a
pouze v mist porargéni. Trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TA)-je obdobr
jako systém proteinu S aktivovan komplexem Flla-Bpi fibrin a tim sniZzuje peet

vazbnych mist pro plazminogen a tPa. (Slechtové7 0

1.4. Poruchy hemostazy

Pfi nerovnovaze mezi prokoagdt@mi faktory a antitrombotiky dochazi k porucham
hemostazy. Ty mohou byt jak vrozené, tak ziskaréini2 je na hemoragické diatézy,
charakterizované zvySenou krvacivosti a trombo8tavy vedouci k trombdzam.
Priklady hemoragickych diatéz jsou purpura, trombopenitizné koagulopatie jako je
hemofilie A, B¢i von Willebrandova choroba.

Z trombofilnich stau Ize zminit nap arterialni¢i vendzni trombdzu, APC resistenci,

nedostatek ATIIEI lupus koagulans. (Vrzal, UPOL)
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2. Latky ovliviiujici hemostazu

Pfi poruchach hemostazy je nutno tento proces regtilduxistujerada |éki, které
hemostazu sniZuji a takrquichdzeji vzniku trombdz, a také dekkteré hemostazu

podporuji a tak zabiaji zvySenému krvaceni.

2.1. Snizeni hemostazy

Snizeni hemostazy Ize dosahnout ve vSgathturovnich tohoto procesu. Latky, které
pusobi na drovni primarni hemostazy nazyvame anti@yné léky neboli
antiagregancia. Na urovni sekundarni hemostdmplg antikoagulancia,ékdy téz
nazyvana antitrombotika. Fibrinolytika trombolytika jsou potom latky, kteréipobi

na arovni fibrinolyzy. (Véera, UPOL)

2.1.1. Antiagregd&ni latky

Tyto latky ovliviwji funkci krevnich destek, predevsim jejich agregaci v procesu
primarni hemostazy a tim inhibuji hemostazu jijajian paatku.

NejvyznamijSim a nejpouzivaiSim Iékem ztéto kategorie je kyselina
acetylsalicylova (acylpyrin, aspirin, ASA). Ta dbs@@ snizeni hemostazy #nou
pongru mezi tromboxanem A (TXA,) (latka podporujici agregaci desk) a
prostaglandinem P@l(latka sniZujici agregaci destk) a to tak, Ze ireverzibin
blokuje enzym COX ktery katalyzuje femenu kyseliny arachidonové na TXA

DalSimi Iéky, vyuZivanymi jako antiagregancia, j$dopidogrel a tiklopidin. Jednéa se o
antagonisty ADP-receptoy které zprosedkovavaji sekundarni agregaci daski
Klopidogrel a tiklopidin se na tyto receptory irexibilné vazi a tim je blokuiji.

Z této skupiny latek Ize zminit také abciximab, $Zujici agregaci desgék tim, Ze se
vaze na receptory GPIIb/llla na povrchu aktivovdnfrombocyt a tim je blokuje pro
fibrinogen nebo epoprostenol (prostacyklin, PGktery je inhibitorem agregace
trombocyft.. (Vecera, UPOL)

2.1.2. Antikoagulancia

Tyto latky ovliviwuji hemostazu ve fazi koagdtd kaskady — sniZuji srazlivost krve.
Muzeme je dlit na ptima antikoagulancia, ktera inhibuji koagulafaktory, a nefima
antikoagulancia, antagonisty vitaminu K, ktera Imfji tvorbu vitamin K dependentnich

koagul&nich faktoti v jatrech.
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Prvnim gikladem pimych antikoagulancii jsou hepariny. Hepariny jssulfonové
polysacharidy &n¢ se vyskytujici vdle Zivatichi. Pro terapeutickédély se ziskavaji
ze stev vepru ¢i plic skutu. Vyskytuji se viiznych formach. Nefrakciovany heparin
(UFH) se vaze na antitrombin Ill a zvySuje timgehhibicni (&inky na faktory Flla,
FXa, FIX, FXla a FXlla. B jeho pouZiti je ale vysoké riziko krvaceni. Exist vSak
specifické antidotum — protamin — které dokaze tatgaceni zastavit. Snizeni rizika
krvaceni Ize dosahnout vyuzitim nizkomolekulariepariri (LMWH). Ty maji stejny
acinek jako UFH, podporuji vSak inhibiciigvazre faktoru FXa. Pd&t sem dalteparin,
nadroparin, enoxaparin ¢i  tinzaparin.  Sulodexid je potom f{igladem
sttedremolekularnich heparin které tak jako nizkomolekularni hepariny inhibuji
koagul&ni faktor FXa.

DalSim gikladem pimych antikoagulancii je hirudin a jeho rekombimantormy
lepirudin a desirudin. Hirudin jefjvodni peptid, ktery produkuje pijavice |ékka
(Hirudo medicinalis) a ktery je inhibitorem trombinu.

Do skupiny gimych antikoagulancii Ize zadit i syntetické inhibitory faktdr FXa
(xabany) a Flla (gatrany). Jedna se o nova antidaagia, ktera maji oprotiitve
uzivanym lékm fadu vyhod. Pojednavé o nich dalSi kapitola.

Mezi neffima antikoagulancia patdikumarol, girodni latka ziskana &rveného jetele
(Triforium pretense) a komonice lekaké Melilotus officinalis) a jeji derivaty —
kumariny. NejvyznamgSim derivatem je warfarin. Jak jiz bylo uvedenidvd, tyto
latky inhibuji produkci vitamin K dependentnich goétnich faktofi a tak inhibuji
celou koaguléni kaskadu. (Vé&eta, UPOL)

2.1.3. Fibrinolytika

Fibrinolytika, také znama jako trombolytika, jsoatky podporujici fibrinolyzu, tedy
rozpuséni srazeniny.

Pati sem neselektivni aktivatory plazminogenu jakoujsstreptokinaza, enzym
izolovany z bakterii rod@reptococcus ¢i urokinaza, enzymiftomny v lidské plazr

a takeé selektivni aktivatory plazminogenu jakokj@bvy aktivator plazminogenu (tPa)

a jeho rekombinantni formy alteplaza a reteplaZacéia, UPOL)
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2.2. Podpora hemostazy
Pii zvySeném krvaceni je nutno hemostazu posilit. oT@ dosazeno pomoci tzv.
hemostatik. Tyto léky, stejnjako Iéky potl&ujici hemostdzu, mohouipobit na vSech

arovnich tohoto procesu.

2.2.1. Hemostatika sobici na arovni primarni hemostazy

Pro podporu hemostazy na této Urovni se vyuzivaidirohi 1éku — jedny fisobi na
porarénou cévu, druhéiimo na trombocyty.

Mezi ty prvni Ize z#adit vasopresin, jeho analoga a alfamimetika. Tty zpisobuji
vasokonstrikci poramé cévy,¢imz snizi piitok krve danym mistem a tak snizi ztratu
krve na minimum.

Z |éki pasobicich na krevni de&ky je nejvyznam§Si etamsylat. Tato latka zvySuje
adhezi krevnich desgk a tak podporuje tvorbu primérni cévni zatky.d&fa, UPOL)

2.2.2. Hemostatika fisobici na arovni sekundarni hemostazy

Koagul&ni kaskadu Ize ovlivnit dima zmgisoby — misté a celkoé.

Mistr¢ Ize srdzeni krve podfidb dodanim matrice pro koagulaci, fagelatiny,
Zelatinové houbyi kolagenu.

Celkow Ize srazeni krve podpbnapr. podanim plazmy obsahujici koagtriafaktory
¢i ptimo koncentrat koagul&nich faktofi, vitaminu K (podpora tvorby vitamin
K dependentnich faktd)y ¢i protamin sulfatu (antagonista heparinu — vaze dej
inaktivniho komplexu). (Véetra, UPOL)

2.2.3. Hemostatika fisobici na trovni fibrinolyzy

Aby doslo k podpte hemostazy, fibrinolyzu je nutno pdiita Na tomto principu fisobi
tzv. antifibrinolytika. Jedna se o Iéky, které inhiji aktivatory plazminogenéi inhibuji
piimo plazmin.

Jako inhibitory aktivatar plazminogenu isobi kyselina epsilonaminokapronova
(EACA), kyselina tranexamowa kyselina paraaminomethylbenzoova (PAMBA).

Do druhé skupiny lékinhibujicich plazmin pdt nag. aprotinin. (Veéetfa, UPOL)
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3. Gatrany a xabany — nova antikoagulancia

Gatrany, pimé inhibitory faktoru Flla, a xabanyfimé inhibitory faktoru FXa, p&tdo
skupiny tzv. novych antikoagulancii (NOAC). Svynkealym pisobenim na koaguiai
faktory inhibuji koaguléni kaskadu a tim zastavuji proces krevniho srazenédzenina
se tak bd’ nevytvai vibec, nebo je pozastavefist sraZzeniny jiz existujici. Jejich
vyuZiti je proto nejen v g, ale také v prevenci tromboembolickych a trombgtih

piithod.

FXIT — FXIla

l

FXI— FXIa

!

FIX — FIXa

FVIlla < F VI
Fim

FX — F Xa+<— xabany
FVII —> FVIla roaffFv
FII —> FITa¢ gatrany

!

FI— FIa

Misto (inku gatrar a xaban v koagul&ni kaskad zobrazuje Obrazekll.
Oproti diive uzivanym antikoagulanciim maji mnoho vyhod:

o Peroralni podani (namisto parenteralniho)

o Malé riziko Iékovychei potravinovych interakci

o Predvidatelny dinek, neni nutnost monitorovani

o Nevykazuji hepatotoxicitu — Ize je podavat i dlodbbs

o0 Rychly nastup i odezmi (inku
Naopak nevyhodamécthto Iéku jsou:

o Malo zkuSenosti s jejich uzivanim

o Chybi specificka antidota

o Nevhodnost uzivat je v gravidit laktaci (Farmakologické informace, 2011)

3.1. Gatrany

Jedna se oifmé inhibitory trombinu (Flla).
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3.1.1. Dabigatran (PRADAXA)

NejvyznamijSim predstavitelem skupiny gatrarje dabigatran s obchodnim nazvem
Pradaxa, vyramy firmou Boehringer Ingelhein.

Jedna se oipmy, kompetitivni, reverzibilni inhibitor trombina to jak volného, tak i
vadzaného na fibrin. Inhibici trombinu navic owlije i trombinem indukovanou
agregaci trombocwyt tedy proces primarni hemostazy. Jeho elementadkiolem je
nicméré zastava koagutai kaskady na urovniipmeny fibrinogenu na fibrin, tedy
procesu, ktery je katalyzovany pegawrombinem. Dabigatran se navaze do jeho
aktivniho mista a tim rusi jeho katalytickou aktivi

Dabigatran se vyuziva i@devSim k prevenci trombotickych a tromembolickych
komplikaci po nahragkycelnihoci kolenniho kloubu. Podava se 220mg jednou denn
prvni davka po 1-4 hodinach po operaci, po dobdriQu operace kolene a 28-35 dni u
operace kyle. Krome toho bylo schvaleno také jeho vyuziti k prevendivioe u
pacient: s fibrilaci sini.

Jednou zjeho nejtSich vyhod je peroralni podani. Krémtoho je to také
piedvidatelnost by, odpada tedy pi#ba monitorovani pacienta. Jelikoz neni
dabigatran metabolizovdn pomoci cytochéonémt se vylkuje riziko interakci s
jinymi Iéky ¢i potravinami. Nevyhodou je, Ze neexistuje spekéiantidotumCast&né
obnovy koagulace Ize vSak dosahnout podanim rekwatriiho faktoru FVlla.

Podava se jako praiéo dabigatran etexilat. Po peroralnim uziti je mai&inku
dosaZzeno po 1-3 hodinach. Biologicka dostupnost jélpongrné malg, asi jen 6%, coz
vyZzaduje porarné velkou podanou davku. Msbava se ve igvech a Zaludku
(podminkou je kyselé pH) kde je i zajba jeho pemeéna na aktivni latku dabigatran,
ktera je dokodena ve skevech. Jeho metabolismus je nezavisly na cytochthme
Distribuce v organismu je zpréstlkovana pomoci plazmatickych proteifliminasni
polocas dabigatranu je 12-14 hodin, coz umgé jeho podani jednou dehmz 80%

[éku odchazi z&ta mati neznénéno.
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Chemickou strukturu dabigatranu zn&age Obrazeke.lll. Jedna se o nazloutly az
Zluty prédsek, rozpustny v metanolu, mémzpustny v ethanolu a témnerozpustny

Vv isopropanolu.

3.2. Xabany
Xabany jsou skupina antikoagulancii inhibujicichktfe FXa a tim peménu
prothrombinu na trombin. Nejvyznarj&imi zastupci jsou apixaban (obchodni jméno

Eliquis, firma Pfizer) a rivaroxaban (obchodni jroéarelto, firma Bayer).

3.2.1. Apixaban
Apixaban je pimy, reverzibilni, vysoce specificky inhibitor fakt FXa.
Chemicka struktura molekuly apixabanu je zobrazen®brazk&.IV.

D/'CHS
| | o
A ‘ T~ 0 o
0 - N)_k N\
A

MH .

)
Je uzivan k prevenci trombotickych a trombembolitkyihod po vyngné kolenniho
¢i kycelniho kloubu. Podava se v davce 5mg apixabanu eéxed Krom¢ toho se

vyuZiva také k prevenci mrtvice u pacigstfibrilaci sini.
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Vyhody i nevyhody jeho uZivani jsou totozné jakginych novych antikoagulancii.
Mezi pozitiva tohoto léku pé#t peroralni uziti, malé riziko interakci s jinyméKy ¢i
potravinami a pedvidatelnost &inku, mezi negativa potomig@devsSim neexistence
specifického antidota.

Po peroralnim poziti se wsbava porérné rychle, po 3-4 hodinach od poziti je
dosazeno maximalnihociku. Biologickd dostupnost je asi 50%. V organisswi
vyskytuje z 87% vazan na plazmatické proteiny. Jetedabolismus se uskutrije

v jatrech pomoci cytochroim prevazre pomoci CYP3A4/5, ale podili se n&mm i
CYP1A2/ 2C8/2C9/2C19/2J2. Hlavnimi reakcemi, ktenyauléhd jsou O-demethylace
a hydroxylace 3-oxopiperidinylovéasti. Elimin&ni polatas apixabanu je 12 hodin,

eliminace probiha vice cestami — stolici,an® ZIEi. (EMA)

3.2.2. Rivaroxaban

Rivaroxaban je dalSi fady xabaf, inhibitori faktoru FXa. Jednd seftimy,
kompetitivni, selektivni inhibitor fi@meny prothrombinu na trombirtimz blokuje jak
vnitini, tak zevni cestu koagula kaskady.

Jeho hlavni indikaci je prevence trombotickychcamtbembolickych fihod po vyngné
kycelniho a kolenniho kloubu, jiné vyuZziti zatim nebychvaleno. UZiva se 10mg
rivaroxabanu jednou deénpo 6-10 hodinach po vykonu, 2 tydny po operateke a 5
tydni po operaci kyle.

Hlavni nevyhodou tohoto Iéku byla neexistence aéiggast&né obnovy koagulace Ize
ale dosahnout podanim rekombinantniho faktoru F\Wghody, vcéele s peroralnim
podanim, pedvidatelnosti by a malym rizikem Iékovych a potravinovych intergk
proto gevysuiji.

Absorpce rivaroxabanu je p@mmé rychla, maxima &inku je dosazeno po 2-4 hodinach
po poziti. Biologicka dostupnost je z novych anéigalancii nejvyssi a to 80-100%. 92-
95% se vaze na plazmové proteiny, htawa sérovy albumin. Jedngetina Iéku je
vyloucena ledvinami nezéména, zbyvajici di tretiny se metabolicky degraduji pomoci
cytochromii (CYP3A4, CYP2J2) i CYP-independentnimi mechanisnitavnimi
reakcemi jsou oxidativni degradace morfolinonéasti a hydrolyza amidovych vazeb.
Polatas eliminace je 5-9 hodin u mladSich padierdtl-13 hodin u paciedtstarSich.

Jednaftetina je nasledhvylou¢ena ledvinami, zbyvajicfétina stolici. (EMA)
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Tento obrazek (ObrazekV) zobrazuje chemickou strukturu rivaroxabanutalbily az
nazloutly praSek, malo rozpustny v organickych mg&gdlech, nerozpustny ve véd
vodném prosedi o pH 1-9.

3.3. Srovnani dabigatranu, apixabanu, rivaroxabanu

s

Nasledujici tabulka (Tabulk&ll) nabizi shrnuti a porovnani néjdzitéjSich aspekt

dabigatranu, apixabanu a rivaroxabanu. (EMU, SUKL)

Dabigatran Apixaban Rivaroxaban
Meggm'jmus inhibitor Flla inhibitor FXa inhibitor FXa
Davkovani 220mg 1x dent 5mg 2x dené 10 mg 1x dend
Zpusob podani peroralni peroralni peroralni
Nastup Winku 1-3 hodiny 3-4 hodiny 2-4 hodiny
Biodostupnost 6% 50% 80-100%
Eliminace modi maci,stolici, ZIwi maci, stolici
Eliminaéni polocas 12-14 hodin 12 hodin 11-13 hodin
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4. Monitorovani antikoagula¢ni &by

Monitorovani pacierit uZivajicich antikoagulancia je nezbytné pro oplimaai davky
tak, aby byla |&by na jednu stranu dostateg Gcinna, aby nedochazelo
k trombembolickym fhodam, a na druhou stranu dostate bezpéna, aby
nedochazelo ke zvySenému krvaceni.

Jak jiz bylo uvedeno ite, u novych antikoagulancii neni monitorovani ielod,
nicmérg u antikoagulancii starSich (kumarinové derivatgpdrin) je monitorovani
nezbytné. Zakladnimi testy jsou protrombinowas PT, aktivovany parcialni
tromboplastinovygas aPTT a trombinowas TT.

VSechny tyto testy vyuZivaji nesrazlivou dekalaifilenou plazmu. Ta se ziska tak, Ze
po odkEru krve je gidan roztok citratu sodného v pera 1(citrat):9(krev), ktery navéaze
vapenaté ionty a tak zabrani srazeni krve. Ta mged& centrifugovana az dojde

k odcEleni frakce krvinek a plazmy. Tuto plazmu jiz Izg@eltestovat. (Vesely, UPOL)

4.1. Protrombinovy ¢as PT

Tento test, &kdy téz zvany Quiakv test dle Dr. Armanda Quicka, ktery jej v roce 393
jako prvni vyuzil, testuje zevni a sp&t®u cestu koaguiai kaskady, konkrétn
faktory Fll, FV, FVII, FX a fibrinogen.

M¢fi secas, za ktery se vytvbsrazenina poiplani tkaového faktoru a vapenatych
iontd (souhrng tromboplastinové reagencie) k citratové pldaziiznikla srazenina se
nasleds detekuje bd’ opticky (pomoci rozptylu sla) nebo mechanicky (s vyuzitim
pohybu kuléky v magnetickém poli).

Optimalni vysledek jeéas v rozmezi 12-15 sekund. Ten |Zegmitat na protrombinovy
poner R, ktery je porirem mezi¢asem daného pacientatasem standardni plazmy.
Hodnota tohoto po#tu je ale zavisla na Agobu néreni a kvali¢ pouzitého tkadového
faktoru. Byla proto zavedena dalSi hodnota — meadrd normalizovany po#n INR,
kterd umo#uje standardizaci vysledlk Ten se vypéita jako INR = R‘S|, kde R je
protrombinovy pordr a S je index citlivosti pouzitého tkdvého faktoru ve srovnani se
standardnim tkéovym faktorem. Optimalni hodnoty INR jsou 0,8-1,2.

Tento test je vyuzivan k monitorovani antikoagnlaécby antagonisty vitaminu K —
kumariny, gevazre warfarinem. Tato antikoagulancia protrombinatas prodluzuiji,
lé¢ebné rozmezi u INR je 2,0 az 4,0. (Vesely, UPOL)
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4.2. Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as aPTT

Tento test postihuje viiti a spolénou cestu koagutai kaskady, konkrétnfaktory
FXIl, FXI, FIX, prekalikrein a vysokomolekularnikinogen.

K citratové plazmy jsou gidany vapenaté ionty, aktivator srazeni (kaolin,
mikronizovana silika, kyselina ellagova, polyfensulfatidy) a fosfolipidy (syntetické
nebo pirodni ze zwieci ¢i rostlinné tkas, nag. kefalin — tzv. parcialni tromboplastin).
M¢fi secas potebny k vytvdeni srazeniny, ta je nasleddetekovana jako u PT opticky
nebo mechanicky.

Normalni jsou hodnoty mezi 25 a 45 sekundami.

Tohoto testu je vyuzZivano k monitorovani antikoagoi I&cby heparinem a hirudinem
— hodnoty aktivovaného parcialniho tromboplastitmvéasu u pacieiit uzivajicich
tato antikoagulancia jsou dvoj az trojnasobné. EaySaPTT vykazuji také pacienti
s vrozenymgi ziskanymi poruchami faktarFVIIl, FIX, FXI, VWF. (Vesely, UPOL)

4.3. Trombinovy ¢as TT

Tento test, &kdy téZ nazyvany trombinovy sradzets (TCT), se zabyvai@menou
fibrinogenu na fibrin za katalyzy trombinem, tedpolnou cestou koagutai
kaskady.

K citratové plazmy je pidan nadbytek trombinu (heéxi ¢i lidsky), ktery katalyzuje
pienenu fibrinogenu na fibrin. N se ¢as tvorby fibrinové srazeniny. Srazenina je
detekovana hii opticky nebo mechanicky.

Optimalni hodnoty trombinovéhtasu jsou mezi 11 a 19 sekundami.

Je vyuzivadn pro monitorovaniclly heparinem a hirudinem — jeho hodnota ienp
dvoj aZzétyinasobna. ZvySené hodnoty TT vykazuji také pacemrtisokou koncentraci
fibrin degradanich produkii, s nemocemi jatefi trpici diseminovanou intravaskularni
koagulaci. (Vesely, UPOL)

Pro stanoveni koncentrace léku v pl&zie vyuZivana modifikace tohoto testu —
dilutovany trombinovy¢as dTT. Citratova plazma testovaného pacienta fedtiza
citratovou plazmou pacienta zdravéheidg se CaGl a trombin,¢imZ se nastartuje
srazeci proces a je &ipmeiena doba tvorby srazeniny. Tentas je pimo unerny
koncentraci inhibitoru v plazé Koncentrace je odeena z kalibrani kiivky vytvorené
pomoci kalibranich roztok: 1éku. (Practical Haemostasis)
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Tyto testy Ize vyuzit také k monitorovani novychilkmagulancii — gatraha xabag.
o Dabigatran zvySuje hodnoty vSec¢htesti — PT, aPTT i TT.
o Rivaroxaban a apixaban zvySuji pouze hodnoty PPTarana TT nemaji Zzadny
vliv.
Nasledujici tabulka (Tabulkas.lll) srovnavad vhodnost jednotlivych téstpro
monitorovani dabigatranu, rivaroxabanu a apixabéuderson, CU)

PT aPTT TT
dabigatran necitliva citliva @ilis citliva pro uziti
rivaroxaban | citliva za vySSich ¢ mércitliva nez PT Zadny efekt

apixaban citlivd za vysSich c mércitliva nez PT Zzadny efekt

Zni vyplyva, Ze zatimco pro dabigatran je nejvhig&in aktivovany parcialni

tromboplastinovyas, pro rivaroxaban a apixaban je nejvhg&imrotrombinovycas.

4.4. Trombin genera&ni test TGA
Nevyhodou vySe uvedenych tésticmért je, Ze nepostihuji celou koagtia kaskadu
— jejich kon€énym bodem je vytvieni srazeniny, k tomu ale dochazi ve chvili, kdy je
vytvoreno asi jen 5% celkového mnozstvi trombinu. Testryk poskytuje celkovy
obraz koaguléni kaskady, je trombin genérd test TGA.
Lze jej vyuzit nejen k monitorovani antikoagina &by, ale také k detekci
trombofilnich a hemofilnich stév
K citrdtové plazm je pridan chlorid vapenaty Caglfosfolipidy a aktivator generace
trombinu — tk#ovy faktor. Tvdici se trombin &pi chromogenni/fluorogenni substrat
na chromofor/fluorofor a jeho signal je¢ten spektrometrem/fluorometrem. Ze &m
absorbance/fluorescence Ize vyjpat koncentraci trombinu v nMdase. (Penka, 2009)
Vysledkem tohoto testu je trombinogram — graf Zéegis koncentrace trombinu
v plazme pacienta (v nM) naase (v min). Z § lze vyist gt dalezitych hodnot:

o tLag (min) — doba, nez dojde k vytemi detekovatelné koncentrace trombinu

o tPeak (min) — doba, nez je dosazeno maxima korammntrombinu

o Peak (nM) — maximalni dosazena koncentrace trombinu

o VI (nM/min) — rychlost nakstu generace trombinu

0 AUC (nM) — celkové mnoZzstvi vyt¥eného trombinu
Trombinogram a nejdezitéjSi veliciny TGA testu znazdiuje nasledujici obrazek
(Obrazeke.VI):
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4.5. Stanoveni koncentrace koagulancii v krevni ptané

Ke stanoveni koncentrace antikoagulancii v pkazse velice ¢asto vyuZivaji
chromogenni metody. Ty mohou bytdpiimé, kdy analyzované sloZzka sames@bi
na specificky synteticky substrat, nebo tie®, kdy analyzovana slozka reaguje
s enzymem za tvorby neaktivniho komplexu&irse aktivita zbytkového enzymu.
Méreni je zaloZzeno na uvalvani paranitroanilinu (pAN) syntetickym substratama
meéteni absorbancefipd05 nm. Hodnota absorbance jénpo Urmérnd koncentraci pAN

v plaznt.
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1. Cile praktické ¢asti

Cilem této bakak&ké prace bylo porovnat metodiimpého a neffmého stanoveni 1éku
rivaroxaban a zjistit jejich vyhody a nevyhody; &mvat stanoveni hladiny
rivaroxabanu imym stanovenim anti Xa aktivity a népmym stanovenim inhibniho
potencialu pro generaci trombinu (TGA) a porovnat stanoveni na souboru pacignt
lé¢enych rivaroxabanem a s@asré na vzorcich s in vitroffidavkem rivaroxabanu, pro

zjisténi individualni variability @isobeni |éku.

2. Experimentalni vybaveni

2.1. Histrojové vybaveni
o Koagula&ni analyzator Ceveron Alpha, Technoclone, Rakousko
o Analyzator ACL-TOP
o Automatické pipety Eppendorf Research, Eppendorf bBmHamburg,
Némecko

2.2. Materialové vybaveni
o Krevni plasma chuda na trombocyty
o Destilovana voda
o Vysetovaci kit Technotrombin TGA, Technoclone, Rakousko
0 Reaction Buf Technotrombin TGA (reak pufr)
o Low RC Technotrombin TGA (tkibvy faktor s negativh nabitymi
fosfolipidy)
0 Sub Technotrombin TGA (fluorogenni substrat)
o Ceveron promyvaci roztok
o Roztok Cadl
o Technoview Rivaroxaban Calibrator Set
o Reagencie na stanoveni anti Xa aktivity
o Normal Pool Plasma

0 Rivaroxaban Control Plasma
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3. Metodika TGA

3.1. Opakovatelnost metody

Byla métena plazmait zdravych pacieifit (vzorky 1-3) a dvou pacieits hasazenou
antikoagulani l&bou (vzorky 4-5), u kterych seigdpokladala nizk&4 hladina
generovaného trombinu. Kazdeieni bylo provedeno 3x a z nafanych hodnot byla

vypoctena relativni sgrodatnéa odchylka (Tabulka V).

tLag [min] tPeak [min] Peak [nM] AUC [nM]
Vzorek 1 | 5,7 11,2 96,1 1445,7
54 11,1 102,4 1530,9
53 10,5 106,8 1512,0
Sk 3,78% 3,47% 5,28% 2,99%
Vzorek 2 | 3,2 8,6 88,9 1452,8
3,1 8,7 91,4 1475,5
3,0 8,8 93,9 1490,9
Sk 3,22% 1,15% 2,73% 1,30%
Vzorek 3 | 3,3 8,1 146,5 1867,8
3,7 9,5 122,9 1788,8
3,2 7,9 160,3 1959,7
Sk 7,78% 10,26% 13,21% 4,57%
Vzorek 4 | 9,5 15,8 20,3 335,1
9,5 17,1 21,5 382,8
8,1 24,0 13,1 291,1
Sk 8,95% 23,23% 24,83% 13,64%
Vzorek 5 | 14,7 30,0 7,5 167,9
15,7 25,2 9,5 216,9
14,7 29,8 7,5 164,3
Sk 3,84% 9,58% 14,13% 16,05%

Z vysledki vyplyva, Zze u paciefit s antikoaguleni I&bou, u nichZz je generace
trombinu inhibovana, jsou rozdily mezi jednotlivymmétenimi WtSi nez u paciefit
zdravych.

Obecrt byly nejwtsi rozdily mezi jednotlivymi genimi u hodnoty Peak, tedy nejvyssi
dosazené koncentrace trombinu. Naopak nejmenSilyogdu u hodnot tLag, doby
potrebné k vytvéeni prvni detekovatelné koncentrace trombinu.
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Na tomto obrazku (ObrazekVIl) jsou srovnany trombinogramy jednotlivychéfeni u

vzorku 1.

3.2. Vliv zamrazeni

V ramci této bakal&ké prace byl&asto k ndteni vyuzivana zamrazena plazma. Bylo
proto nutné uifit, zda ma zamrazeni vliv na hodnoty TGA. Néje bylo provedeno
meienicerstvé plazmy, poté byla tato plazma zamrazendedvsrozmrazena a #eni
bylo opakovano. Vysledky &eni a relativni sgrodatnou odchylku udava nasledujici
tabulka (Tabulka V).

tLag [min] tPeak [min] Peak [nM] AUC [nM]
Vzorek 1 | 2,8 11,0 74,3 1677,6
2,9 9,5 94,4 1793,7
Sk 2,48% 10,35% 16,85% 4,90%
Vzorek 2 | 3,5 9,1 93,5 1356,8
3,3 8,2 102,2 1402,7
Sk 4,16% 7,36% 6,29% 2,35%
Vzorek 3 | 2,2 8,3 172,7 2141,4
2,2 9,9 153,4 2411,9
Sk 0% 12,43% 8,37% 8,40%
Vzorek 4 | 2,7 9,1 151,8 2088,5
2,2 10,5 149,3 2364,0
Sk 14,43% 10,10% 1,17% 8,45%
Vzorek 5 | 4,9 8,0 261,1 17445
4,9 9,1 228,7 2221,7
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| Sk | 0% | 9,10% | 9,35% | 17,02%

Z tohoto ngteni vyplyva, ze zadna z vé&l TGA neni zamrazenim ovli¢na, relativni

smerodatné odchylky jsouiiblizné stejné jako u opakovanéhaiani téhoz vzorku.
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Na tomto obrazku (ObrazekVIll) jsou srovnany trombinogramy jednotlivychéreni

u vzorku 1.
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4. Soubor pacienti Ié¢enych rivaroxabanem

Tento soubor byl ti@n pacienty obou pohlavi (12 Zen a 2 muZizného ¥ku
(nejstarSi narozen 1934, nejmladsSi narozen 1991gsazenou antikoagudla |&bou
rivaroxabanem. Tento soubor byl dogin4 standardnimi roztoky rivaroxabanu o
znamé koncentraci, které byly nicndépro gresnost pemeieny. Koncentrace léku v
plazm byla stanovena pomoci anti Xa aktivity a nastedryl proveden trombin-
generéni test. Hledala se zavislost tLag, Peak, AUC nackatraci rivaroxabanu. Tato
zavislost byla porovnana s kalibrami kiivkami piipravenymi néienim kalibr&nich
roztoki pripravenych metodou postupného ¢eni standardu rivaroxabanu o

koncentraci 145,6 ng/ml.

4.1. Vysledky

Nasledujici tabulka shrnuje vysledkyiani kalibr&ni frady (Tabulka VI).
Méreni 1

c[ng/ml] tLag [min] Peak [nM] AUC [nM]
9,1 4,0 48,4 1010,5
18,2 4,3 39,5 993,2
36,4 4,9 21,4 643,6
72,8 5,9 22,0 651,0
145,6 7,6 18,0 519,2
M éreni 2

¢ [ng/ml] tLag [min] Peak [nM] AUC [nM]
9,1 4,1 34,6 1082,6
18,2 4,8 26,8 863,5
36,4 51 25,6 808,3
72,8 6,3 22,6 693,7
145,6 7,7 20,5 588,3

Nasledujici tabulka shrnuje vysledkyiani pacientské plazmy (Tabulka VII).

¢ [ng/ml] tLag [min] Peak [nM] AUC [nM]
1 |160,3 3,1 53,9 1337,1
2 95,3 3,4 156,9 1798,6
3 |109,0 2,8 79,1 1471,6
4 138,55 3,9 35,6 998,2
5 1241 3,0 154,4 2025,4
6 |110,6 2,0 54,9 1412,9
7 11289 3,9 104,5 2048,1
8 |112,7 2,7 101,6 1538,0
9 | 274,7 8,3 24,9 682,6
10 | 226,2 4,3 83,0 1093,1
11 | 425 4,5 124,1 1883,8
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12 | 100,0 4,1 100,1 1851,0
13 | 55,5 9,2 37,1 1030,0
14 | 120,9 7,7 42,0 1231,3
15|10 7,1 116,1 1815,1
16 | 58,0 8,7 50,7 1218,2
17 | 75,3 10,2 36,6 978,2

18 |1 126,9 9,0 38,2 1046,3

Nasledujici grafy zobrazuji zavislost tLag, PeakJA na koncentraci rivaroxabanu

v plazme. Pro srovnani jsou uvedeny i kalibna krivky.

Graf I: tLag = f(c)
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Graf lll: AUC = f(c)
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Na tomto obradzku (ObrazekIX) jsou pro srovnani uvedeny trombinogramy patzen
zdravého bez antikoaguiai 1écby a pacienta uzivajiciho rivaroxaban.
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4.2. Statistické vyhodnoceni
Nasledujici tabulka shrnuje z&kladni statistickarakteristiky (Tabulka VII).
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¢ [ng/ml] tLag [min] Peak [nM] AUC [nM]
Pramér 1144 5,4 77,4 14144
Median 111,7 4,2 67,0 1375,0
Sm. odchylka | 63,5 2,7 42,1 411,3
Minimum 0 2,0 24,9 682,6
Maximum 2747 10,2 156,9 2048,1

Spearmanova kordlai analyza zkouma zavislost dvou pkamych, hodnoti, jak ddb
Ize vztah dvou prosmnych popsat monoténni funkci. (en.wikipedia.org)

Tato metoda prokdzala u kalibrach fad velmi silnou negativni zavislost mezi
koncentraci rivaroxabanu a hodnotami parametru Peak-0,911, p < 0,001) a mezi
koncentraci rivaroxabanu a AUC (r = -0,935, p <0@)0 Mezi koncentraci
rivaroxabanu a hodnotami parametru tLag byla prédkazvelmi silna pozitivni
zavislost (r = 0,985, p < 0,001).

U experimentalnich hodnot ale nebyla zadna siggmifiki zavislost mezi koncentraci

rivaroxabanu a hodnotami paranietirag, Peak, AUC.
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5. Soubor pacienti sin vitro piidavkem rivaroxabanu

Tento soubor byl tvi@n 25 pacienty, 24 z nich bylo bez antikoaguidéby, jeden
(pacient ¢.22) byl l&en dabigatranem. K plazmtéchto pacient bylo pidavano
vypoctené mnozstvi rivaroxabanu tak, aby jeho vysledoac&ntrace odpovidala
doporiené denni davce Iéku 15 mg, tj. 2g/ml krve (200ul plazmy bylo smichano
s 46 ul kalibratoru rivaroxabanu o koncentraci 433,3 ny/nPrvni mneieni bylo
provedeno fed gidavkem léku, druhé &eni po pidavku léku a byly sledovany
zmeény jednotlivych hodnot TGA. Vysledky &eni shrnuje nasledujici tabulka

(Tabulka 1X). Jako prvni jsou uvedeny inicialni hoty (ozngeno ,1*), jako druhé

hodnoty po aplikaci rivaroxabanu (ozeao ,P*).

tLag [min] tPeak [min] Peak [nM] AUC [nM]

1 |1 2,5 9,3 137,9 1779,1
P |52 10,4 162,5 1801,3

2 |1 |30 7,6 183,5 1806,2
P 5,6 10,4 172,6 1840,1

3 |1 |27 6,2 248,3 1688,8
P |45 8,6 230,8 1811,5

4 |1 |26 8,2 219,0 2335,4
P |59 9,7 274,8 2295,6

5 |1 |56 11,0 157,2 1615,8
P 198 14,6 193,5 1844,4

6 |I |34 7,3 228,6 1871,4
P |40 17,4 64,8 1460,7

7 11 |26 9,2 216,5 2596,2
P |34 19,1 65,6 1804,3

8 |I |21 7,4 195,2 2066,9
P [25 18,0 65,9 1698,3

9 |I |18 5,9 201,7 1961,1
P |22 17,0 55,6 1398,3
1011 |22 11,2 122,8 1880,7
P (38 24,5 42,1 1262,5
1111 |25 7,5 152,4 1640,3
P |40 23,0 33,9 1130,6
1211 |21 6,8 153,4 1437,6
P |25 16,2 50,3 1202,9
131 |20 10,9 90,1 1564,8
P |34 23,1 40,3 1115,8

14 | | 2,2 7,4 123,7 1578,0
P |34 26,9 33,7 1038,1
1511 |27 6,3 213,5 1679,5
P |35 18,8 55,0 1417,1
161 |39 8,6 87,5 1288,9
P |45 19,2 47,7 1283,7
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171 |32 11,4 48,1 1105,9
P |38 21,7 32,3 989,2
8|1 |23 11,0 101,4 1863,4
P |31 20,1 42,7 1267,7
191 (24 8,8 90,9 1371,3
P |27 21,5 37,4 1120,2
201 |22 6,7 166,2 1849,9
P 123 16,1 66,9 1583,7
211 |44 8,6 150,1 1629,5
P |50 18,3 50,2 1212,4
22 |1 |76 13,1 23,7 330,2
P 139 11,3 52,7 808,2
23 |1 |48 74 268,8 1608,3
P |78 13,3 101,0 1477,2
24 11 12,2 5,8 223,2 1687,5
P 128 10,6 97,1 1554,8
25|11 |25 7,6 122,3 1564,3
P 128 17,6 43,6 1197,6

Z vysledki vyplyva nasleduijici:

o U weétSiny pacieni doSlo po podani denni davky rivaroxabanu Kisidr
hodnoty tLag, pimérné o 44,32 % fpvodni hodnoty, tj. o 1,27 min.
Rivaroxaban tak Zjsobuje prodlouzeni doby ggFebné k vytveeni
detekovatelné koncentrace trombinu.

o U weétSiny pacieni doSlo po podani denni davky rivaroxabanu Kisidr
hodnoty tPeak, mérné o 114,21 % fivodni hodnoty tj. o 9,075 min.
rivaroxaban tak zjsobuje prodlouzeni doby gebné k vytvéeni maximalni
koncentrace trombinu.

o U wetSiny pacieni doSlo po podani denni davky rivaroxabanu k poklesu
hodnoty Peak, @mérné o 57,68 % pvodni hodnoty, tj. o 93,271 nM.
Rivaroxaban tak sniZzuje maximalni dosazenou komaeintrombinu.

o U wtSiny pacieni dosSlo po podani denni davky rivaroxabanu k poklesu
hodnoty AUC, pimérné o 20,01 % fpvodni hodnoty, tj.. 353,51 nM.
Rivaroxaban tak zjsobuje sniZzeni celkového mnoZstvi vyemého trombinu.

Nasledujici obrazek (ObrazekX) srovnava trombinogramy pacientéeg Fidavkem

léku a po Bm.
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6. Zawer a diskuze

Cilem bylo porovnat metody stanoveni antikoagukmigiaroxabanu.

Presna koncentrace rivaroxabanu v naSem souborunpadigla zjiSEna stanovenim
anti Xa aktivity a vysledna hladina trombinu bytarsovena pomoci TGA. V souboru
14 pacieni s vysokym rizikem trombembolickych komplikaci, yylnasleds
korelovany 3 zasadni parametry TGA (tLag, Peak aCAW zavislosti na zjighé
koncentraci l&iva v plazng. Statisticky byla zhodnocena zavislost tLag, P@akUC
na koncentraci rivaroxabanu, ktera vSak nebylaisstsdty vyznamna, coz bylo
vétSiho souboru pacieintby se pravépodobré zavislost prokazat podlb. Pacienti s
trombembolickymi komplikacemi byli vybrani z&mée, jelikoz vyrazg profituji z této
lécby. Pokud by se studie provda na zdravych pacientech, Izéedpokladat, Zze by
vysledky Iépe korelovaly s kalibfaimi kiivkami.

Druhd vySabvana skupina byla tw¥ena pacienty, kterym bylfijpldn do plazmy
rivaroxaban. Timto zisobem bylo vySéeno 25 paciefita zhodnoceny a@p 3 zasadni
parametry TGA. U vysledkbylo zpozorovano prodluzovanasu do zé&tku nastupu
generace trombinu (tLag) a do dosaZzeni maximalmicdwotrace trombinu (tPeak),
snizovani celkového mnoZstvi vygenerovaného trombkUC) a také sniZzovani jeho
maximalni dosazené koncentrace (Peak).

Bylo prokazano, Ze jak metoda TGA, tak i stanovemi Xa aktivity nam poskytuji
raizné pohledy na monitoraci léku resp. inhibovanéyeu a vzhledem k rozdilnosti
pacienti je treba vysledky interpretovat individué&ln Kombinace &chto metodik
umozni komplexni pohled naginost Iéku u jednotlivych paciant coz mize byt
vyuzito k monitoraci situaci selhani Iéku napii krvacivych nebo trombotickych

stavech.
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