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SOUHRN

Tato diplomova prace s nazvem ,Stanoveni hladiapaxi funkéni metodou a
HPLC" se zabyva problematikou kvantitativniho stae@ novych oralnich antikoagulancii
(NOAC), konkrétg rivaroxabanu a apixabanu, kterd& znamenala velkylopr
v antikoagulani 1&be, jelikoz teSi fadu problém spojenych s uzivanim antikoagulancii
klasickych (hepariny, antagonisté vitaminu K).

Teoreticka ¢ast této prace pojednava o hemostaze, jejich jidyat fazich a
regulaci. Nasleduji kapitoly zabyvajici se antikalagcii, inhibitory koaguléni kaskady, a to
jak klasickymi, tak NOAC (dabigatran, apixaban, aroxaban). Zawecné kapitoly se
zaobiraji metodami monitorovani antikoagulalétby a HPLC stanovenim.

Cilem experimentalniasti je korelaceit metod stanoveni rivaroxabanu a apixabanu
v plazne — chromogenniho stanoveni anti-Xa aktivity, tromigeneraniho testu a HPLC-
MS/MS a porovnani vyhod a nevyhod jednotlivych etami. Chromogenni stanoveni anti-
Xa aktivity a trombin genetai test byly provedeny v Koagulai laboratéi Hemato-
onkologické kliniky FNOL v Olomouci, HPLC-MS na O&dni klinické biochemie FNOL.



SUMMARY

This diploma thesis “Determination of xabans bydtional method and HPLC” deals
with quantitative determination of new oral antigaants (NOAC), particularly rivaroxaban
and apixaban, which meant a great break-throughenanticoagulation therapy since they
overcome the problems associated with classic @adidants (heparins, vitamin K
antagonists).

The theoretical part discusses hemostasis, itsgshand regulation, furthermore
anticoagulants, coagulation cascade inhibitors,h botassic and NOAC (dabigatran,
rivaroxaban, apixaban) and also methods of antidafign therapy monitoring including
HPLC.

The experimental part aims to correlate three oosttof determination of rivaroxaban
and apixaban in human plasma — chromogenic ant&&mity assay, thrombin generation
assay and HPLC-MS and to confront their advantagesdisadvantages. Chromogenic anti-
Xa activity assay and thrombin generation assaypeaf®rmed in Coagulation laboratory of
Clinics of hematooncology, FNOL and HPLC-MS at Bepartment of clinical biochemistry,
FNOL.
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1. Uvod

Uzivani klasickych antikoagulancii typu hepariny amtagonisté vitaminu K
(warfarin) je spojeno sadou komplikaci. Mezi ty nejpodst&jsi Ize fadit negedvidatelnost
G¢inku, nutnost monitoracedBy, vysoké riziko krvacenii intravendzni podani.

Za &elem grekonani &chto nedostatk byla vyvinuta nova oralni antikoagulancia
(NOAC) s gedvidatelnym &nkem, vyjim&nou nutnosti monitorace dgy, snizenym
rizikem krvaceni a peroralnim uzitim.

Monitorace NOAC je nezbytna wipadt potreby akutni operace, krvacetiiselhéani
lécby a je doportovana u pacieftse snizenou funkci ledvin a jater. Jelikoz pro NEDA
nebyly vyvinuty specifické testy, vyuziva se kgjistanoveni testurcenych pro klasicka
antikoagulancia. Ty ale nejsou pro monitoraci NORLly vhodné. Refer€ni metodou pro

uréeni vhodnosti daného testu je HPLC-MS.



2. Teoretickadast

2.1 Hemostaza

Hemostaza je komplexni proces, ktery zab&azjgeplynuly tok krve cévami, brani
vetsSi ztrat krve a je prvnim krokem v hojeni poskozenych cEdna se o procd#zeny
proteiny, z nichZ nejvyznandj$i roli maji kolagen, von Willebrarid faktor, tkdovy faktor,
trombin, fibrinogen, fibrin a plasmin. U spraviiungujici hemostazy je rovnovdha mezi
prokoagulanty a antikoagulanty. V takovéripad nedochazi k Zivot ohrozujicim situacim
typu krvacenti tromboza.

V piipadt porargni cévy je prvni odpasdi téla lokalni vazokonstrikce v mist
poraréni, kterd je nasledovana aktivaci krevnich dektivedouci k jejich adhezi a k tva@rb
primarni krevni zatky. Tyto procesy souh&énozna&ujeme jako primarni hemostazu. Na ni
navazuje hemostaza sekundarni, také @mrana jako hemokoagulaé¢ekoagulani kaskada.
Jednd se o sérii enzymatickych reakci vedoucichotkbd nerozpustného fibrinu, ktery
zpewiuje primarni zatku a two krevni kol&. Poslednim krokem hemostazy je fibrinolyza,

béhem které dochazi k rozpust srazeniny plasminem.

2.1.1 Primarni hemostaza

Za normalnich okolnosti, kdy nedoSlo k zadnémuamor, brani biiky endotelu
piitomné ve sin¢ cév tvorkE trombu a to pti zakladnimi mechanismy. Dochazi k sekreci
prostacyklinu PGl ktery brani aktivaci a agregaci désk, k sekreci NO, ktery také brani
aktivaci a agregaci de&tk a navic fisobi jako vazodilatans, k expresi heparin sulfiatery
aktivuje antitrombin, k expresi trombomodulinu, iténhibuje trombin, a k expresi inhibitoru
tkanového faktoru, ktery inhibuje komplex TF/Vlla/Xaafb prevence spontanniho vzniku
trombozy zabezpgeje laminarni tok krve cévou.

Ve chvili, kdy dojde k porami cévy, je prvni odpadi organismu kratkodoby
vazospasmus, ktery ma vyznam u zastaveni krvacalyicmcév. V pipac, Ze k zastaveni
krvaceni nedoSlo, nasleduji dalSi kroky primarnmbstazy. Nejtive dochazi k adhezi
krevnich destiek na subendotelovy kolagen, ktery jé moraréni exponovan krvi, a to lil
piimo pres receptory GP VI a GP la/lla nebtep von Willebrandv faktor za pomoci
receptorového komplexu GP Ib-V-IX. Navazanim ddjdektivaci krevnich destek. Ty se
normalré vyskytuji v neaktivni forms, aktivovat se mohou, jak jiz bylo zndimo, vazbou na



kolagen, nebo také za pomoci ADP (produkovan aktivrdesttkami), tromboxanem A
(produkovan aktivovanymi degkami) nebo trombinem (t¥en v koaguléni kaskad).
Aktivované destiky uvoliuji a-granula obsahujici fibrinogen, vVWF a FV, denzrangia
obsahujici ADP a umakiji difazi tromboxanu A. Jejich aktivace je spojeaé se zrnou
tvaru, pravidelny diskoidni tvar seémi na nepravidelny s filopodii. Cilem této &my je
zwetSit povrch destiek pro agregaci, ktera je dalSim krokem primarmhostazy. Bhem
agregace se de#lty na sebe vazi s vyuzitim receptoru GP llb/HegVvWF nebo fibrinogen a

tvori primarni krevni zatku.

2.1.2 Koagula@ni kaskada

Jako koagukni kaskada je oziavana série enzymatickych konverzi neaktivnich
proenzynti (zymogeti) na aktivni enzymy.

Tradicni model koagukni kaskady znazéuje Obr. 1. Dle 8§ Ize koaguléni kaskadu
roz&lit na dw paralelni cesty hemokoagulace — kmiita zevni, které se spojuji do cesty
spolg&né. Zevni cesta ma vyznam v iniciaci krevniho smazé&kéovy faktor uvolgny
v misg porargni spoléné s aktivovanym srazecim faktorem Vlla katalyzujitiekcCi
srazeciho faktoru X na aktivovany faktor Xa, ktemstupuje do spolmé cesty
hemokoagulace. Vriiti cesta ma vyznamigdevsim v rozvoji krevniho srédzeni. Je zapa
aktivaci koaguleniho faktoru Xll kontaktem s negati&mabitym povrchem. Aktivovany
faktor Xlla katalyzuje konverzi neaktivniho faktoXl na aktivni faktor Xla, ten katalyzuje
aktivaci koagulaniho faktoru IX na FIXa a ten spdél@ s aktivovanym faktorem Vllla
katalyzuje konverzi FX na jeho aktivni formu FXateld vstupuje do spaleé cesty
hemokoagulace. V ni je za pomoci aktivovanych faki$a a Va peveden protrombin na
trombin katalyzujici femenu rozpustného fibrinogenu na nerozpustny fibrievipjici za
pomoci FXllla primarni zatku. Ke vSem konverzimawci koagulani kaskady je nutna
piitomnost C&' ionti.

Moderni pohled na hemokoagulaci rélzge koaguléni kaskddu dott zakladnich
fazi. Ve fazi inicigni je tk&ovy faktor uvol@n z mista porami, vaze FVII a aktivuje ho,
spole&né tvori komplex FVIIa/TF (komplex wSi tenazy, extrinsic tenase) aktivujici FX a
FXa vaZze FVa (komplex protrombinéza), ktery ak#vmalé mnoZstvi protrombinu. Ve fazi
amplifikacni dochazi k aktivadiady koagulanich faktoti - trombin aktivuje FV, FVIII a FXI
a komplex VIla/TF aktivuje FIX. Aktivované faktof)a a Vllla vytvaii komplex FIXa/VIli
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(komplex vnitni tendzy, intrincis tenase), ktery aktivuje FXkéiaovany faktor Xa umoiuje
konverzi protrombinu (FIl) na trombin (Flla). Ven@ini fazi je za katalyzy trombinem
pieveden fibrinogen na fibrin, ten polymerizuje a Ispae s trombinem aktivovanym
faktorem Xllla zpeviuje a stabilizuje primarni zatku za vzniku krevnkudace.

Nekteré koaguleni faktory (FIl, FVII, FIX, FI) jsou ozné&ovény jako vitamin
K dependentni. Vitamin Kgsobi jako koenzym v jejich post-trangtd modifikaci, kdy

dochazi ke-karboxylaci, ktera umaitije navazani Gaionti vedouci k jejich aktivaci.
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Obrézek 1 — Koagulani kaskade

Dalsi fist krevni sraZzeniny, tak aby nedochazelo k jejimalitovani do krevniho
feciSté a byl zachovan plynuly krevni tok, je zastaveritarhbotickymi mechanismy, jak je
znazorgno na Obr. 2. Antitrombin 1l je inhibitor serinogll proteas s ne§tSi afinitou
k trombinu a FXa, ktery ale inhibuje i dalSi koagul faktory (FVlla, FVIXa, FXla) a jeho
acinek je umodovan heparinem. Protein C je plazmaticky glykopmtd jehoZ aktivaci
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dochazi pes trombomodulin, a ktery spohe s proteinem Sisobicim jako kofaktor
inaktivuje koagulani faktory Va a Vllla. TFPI neboli inhibitor tké@vého faktoru je inhibitor
serinovych proteas, ktery reverzikilinhibuje srazeci faktor Xa a komplex Vlla/TF a tim

zastavuje zevni cestu koagulace.
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Obrézek 2 - Antitrombotické mechanismy’

2.1.3 Fibrinolyza'

Fibrinolyza je proces odstram srazeniny zéta za @elem zachovani plynulosti
cirkulace. V prvnim kroku dochazi k aktivaci planmgenu (proenzym) a jeho konverzi na
plazmin, protedzovy enzym. Tato konverze je katalgna tkédovym aktivatorem
plazminogenu (t-Pa, uuvwbvan butkami endotelu) a aktivatorem plazminogenu
urokindsového typu (u-Pa, uwiolvan gInimi buikami). Ve kroku druhém plazmin &t
fibrin na fibrin degradéni produkty a finalni produkt odbourani D-dimer.

| tento krok hemostazy je nutno regulovat, snizéhénolyza by mohla vést ke
vzniku trombdz, zvySena fibrinolyza ke krvaceni.ini&rni regulaci zprogtdkovava
antiplazmin ¢-2AP), inhibitor plazminu, tedy inhibitor konverfiérinu na fibrin degradani

produkty. Dale se na ni podili inhibitor aktivdtgslazminogenu (PAI-1), ktery inhibuje t-Pa
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a u-Pa a tim brani konverzi plazminogenu na plaz@imdobr piasobi i TAFI, trombinem
aktivovany inhibitor fibrinolyzy znamy také jakogamatickd karboxypeptiddza B a Lp(a),

lipoprotein A. Procesydastnici se fibrinolyzy a jeji regulace zndage Obr. 3.

Obrézek 3 — Fibrinolyza'

Fibrinogen Plasminogen
PAl-1
(+) e
TPA —— 4 TAFI
Lpia)
Thrombin (+) . )
Plasmin
(+) Fibrin degradation
products (FDPs)

Crosslinked Fibrin D-dimer fragment of
FOP=

(-]
Alpha2-antiplasmin

13



2.2 Antikoagulancia

Jako antikoagulancia jsou ozwoaany Iéky proti srdzeni krve tedy inhibitory
hemokoagulace. Lze je rodd do ¢étyt hlavnich skupin dle mechanismu jejich akce, jak
znézotiuje Obr. 4. Prvni skupinou jsou antagonisté vitami jejichZz nejvyznamgSim
zéstupcem je warfarin. Druhou skupinuifvimduktory antitrombinu, kantadime hepariny.
Tyto dw skupiny pati mezi tzv. klasicka antikoagulanci, ktera majintikoagula&ni terapii
bohatou historii. DalSi dv skupiny — pimé inhibitory trombinu (dabigatran) arimé
inhibitory FXa (rivaroxaban, apixaban¥adime mezi tzv. NOAC (nova oralni
antikoagulancia), ktera se objevila na trhu v pdisiedekad a jejich role v antikoaguéai

terapii jeSt neni gesre definovana.

’l'r
|
L

Warfarin | =====--- T B
Gcicr vV
Rivaroxaban
Fondaparinux
B LR CE T i (E- F,,__ T Jeassaaans -"-F..!Hl::.'ln
- 1 '-anCH_I;:I_Ej‘; - Edoxaban
. Factor \"a-?
.
; ; S g S _
E:E:::lecul:fwh:r;h::;wh i m i m i i | i‘_r_:j.cmL:i_.:.j bammmmmmme |
L J

Obrézek 4 - Mechanismus ginku antikoagulancii®

Spol&nymi indikacemi pro vSechna antikoagulancia jsou
- prevence VTE (vendzni trombembolicka nemoc)
- prevence cévni mozkovéilpody
- |&ba DVT (hluboka Zilni trombdza) a PE (plicni emedli
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- prevence DVT a PE
- l&¢ba ACS (akutni koronérni syndrom)

- |&ba genetickychi ziskanych trombofilickych poruch.

2.2.1 Antagonisté vitaminu ¥

NejvyznamijSim zastupcem této skupiny antikoagulancii je ewdmf Pati mezi
kumariny, irozere se vyskytujici toxiny. Jeho strukturu zobrazuje.(b Byl vyvinut ve 40.
letech 20.stoleti jako jed na krysy, uz v 50.leteelale zé&al vyuZivat jako antikoagulancium

a dnes je nepzngji uzivanym antikoagulanciemibec.
o)

OH CH,

(1
0 0
Obrazek 5 - Struktura warfarin.

Warfarin inhibuje vitamin K epoxid reduktazu, nedézi tak ke y-karboxylaci
vitamin K dependentnich fakfgrty nejsou schopny navazat®énty a nemohou se proto
aktivovat. Tyto faktory jsou tak nefutiki a je zastavena zevni cesta hemokoagulace.

Mezi vyhody warfarinu péi peroralni uZziti, které je vhodné zvi&gii dlouhodobé
antikoagulani l&beé, zkuSenosti s jeho uzivanim a také moznost vyldasickych test
(INR) pro jeho monitoraci. Naopak mezi nevyhody ipafizké terapeutické okno,
negredvidatelny ginek, nutnd monitoracedby, prizpasobovani davky, interakce se stravou a
jinymi léky (nag. se vSemi antibiotiky, kterd naruSujtestni mikrofloru, ve které dochazi
k produkci vitaminu K), pomaly nastup a odesm €inku, vysoké riziko krvaceni a vyskyt

warfarinem indukované nekrozyike, ktera je sice vzacna, ale Zivot ohroZzuijici.

2.2.2 Hepariny

Hepariny jsou v firock se vyskytujici linearni polysacharidy s opakugei, tizrne
sulfatovanou disacharidovou sekvenci. Pro vSechmypaitiny je typicka specificka
pentasacharidova sekvence schopnd vazby na artitrom také negativni ndboj pro
usnadgni této vazby.
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Hepariny se vazi na antitrombin,igobuji jeho konformai zménu a tim urychluji
inaktivaci trombinu a FXaiimZz inhibuji spolénou cestu koagulacefiRéto inhibice vznika
ternarni komplex heparin-trombin-antitrombin.

Hepariny niizeme rozdlit na i zakladni skupiny:

- nefrakcionovany heparin (UFH) —ipnérnéd délka 45 sacharidovych jednotek
(15 000 Da)

- nizkomolekularni heparin (LMWH) — pmérna délka 15 sacharidovych
jednotek (5 000 Da), vznikéa frakcionacidepolymerizaci heparinu

- fondaparinux — synteticka sk®nina sestavajici z pro heparin typické

pentasacharidové sekvence (viz Obr. 6)

0350
0550 oH °
050 OCH;
3 oso3 @ HN\SO},
ﬁ ﬂ 0S0;
803

Obrézek 6 - Struktura fondaparinuxu®

Mezi vyhody UFH pai rychly nastup i odezmi &inku, snadna monitorace
s vyuzitim APTT, existence vhodného antidota pratana mozZnost uzivani i pro pacienty
s omezenou funkci ledvin. Naopak mezi nevyhodyipatraven6zni podani, nutno&asté
monitorace, variabilita vdinnosti I&by mezi pacientyi vyskyt HIT (heparinem indukovana
trombocytopenie — masivni, Zivot ohroZujici tromé)pz

Vyhodami LMWH jsou dlouhotrvajici akce a menSi magt monitorace ldby.
Nevyhodami potom jsou intravendzni podani, nevhetippo pacienty s omezenou funkci
ledvin, specifickh metoda stanoveni (anti-Xa akdiyi vyskyt HIT, nespolehlivy efekt

antidota a variabilita vdinnosti I&by mezi pacienty. (3)
2.2.3 Srovnani vyhod a nevyhod klasickych antikoadancii

Nasledujici tabulka shrnuje vyhody a nevyhody epéj s antikoagutai lé&bou

jednotlivymi zastupci klasickych antikoagulanciivi@se piitomnost velkého mnozstvi
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komplikaci a rizik vedla ke snaze vytitoantikoagulancia nova, ktera by jiz tyto nevyhody

nevykazovala.

Tabulka I: Vyhody a nevyhody klasickych antikoagulancii’

[97]

VYHODY NEVYHODY
WARFARIN - oralni podani - nefedvidatelny tinek
- standard pro profylaxi VTE | - nutnost monitorace &y
- zkuSenosti - uzpisobovani davky
- vyuZziti INR pro monitoraci - nizky terapeuticky index
- fada interakci
- riziko krvaceni
- variabilita mezi pacienty
UFH - rychly nastup i odezmi | - negedvidatelny Ginek
acinku - nutnost monitorace &y
- antidotum - nizky terapeutickd index
- snadna monitorace (APTT) | - fada interakci
- riziko krvaceni
- variabilita mezi pacienty
-HIT
- nitrozilni podani
- neinhibuje trombin vazany v
srazenig
LMWH - menSi nutnost monitorace - riziko krvaceni

- dlouhotrvajici akce (davka 1
2x denr)

- HIT
- nitroZilni podani
- neinhibuje trombin vazany Vv
srazenig

D

- specialni metoda stanoveni

17



2.3 NOAC — New Oral Anticoagulants

V piedeslé kapitole byla zminafada komplikaci spojenych s uzivanim hepaanvKA. Jak
by tedy nglo vypadat idealni antikoagulancium? ¢l by umoZovat jak oralni, tak
parenterdlni uziti, Siroké terapeutické okno, viyoplolotas rozpadu, rychly nastup i odénn
acinku, minimum interakci s jinymi vy a stravou. Mlo by se jednat o latky, které vykazuiji
specifické vazebné interakce v plazm@ inhibuji jak volné, tak vazané koagtra faktory.

V takovém pipad by mohla byt pacieftn podavana fixni davka bez nutnosti rutinni
monitorace.

S cilem splani téchto poZzadavk byla vyvinuta nov&ada antikoagulancii ozdavanych jako
NOAC (New Oral Anticoagulants). Jedna seiam@ inhibitory koagulénich faktor a to jak
volnych, tak vazanych, které séimpo vazi do aktivniho katalytického mista faktordira
inhibuji jeho funkci’

Predctidcem NOAC byl hirudin produkovany slinnymi Zlazapijavice Hirudinea). Jeho
SirSimu vyuziti branil fakt, Ze se vaze na trombaverzibilré a tim zvysuje riziko krvaceni.
Na rgj navazala produkce malych molekul reverzibile vazicich na koagula faktory

s moznosti oralniho podani. Tyto latky Ize rélitddo dvou zakladnich skupin na gatrany,
piimé inhibitory faktoru lla (trombinu), a xabanyfimé inhibitory faktoru Xa. Prvnim
antikoagulanciem z téteady se stal melagatran (préio ximelagatran), my inhibitor
trombinu. Jeho d&innost byla obdobna jako u LMWH sté&jpako riziko krvaceni. Vyhodou
byla mensi pdeba monitorace. Jeho uvedeni na trh zastavilo eZapéni hepatotoxicity.
V souwtasné dob uzivanym NOAC — fimému inhibitoru trombinu dabigatranu &mpym
inhibitoram FXa rivaroxabanu a apixabanu — se budénovat dalSi kapitoly. Do budoucna
se pg&itd s uvedenim na trh dalSiho antikoagulanciatiggho do skupiny xabdin —
edoxabanu.

Mezi hlavni vyhody NOAC pai rychly nastup a odezni inku. NOAC téngi okamzit
inhibuji aktivni misto koagutmiho faktoru a neni je tedyeba uzivat s velkymipdstihem.
Obdobré je to s odezénim &inku, pled operaci sth vysadit I€bu 1-2 dny pedem u
rivaroxabanu a apixabanu a 4 dniegem u dabigatranu. Tento fakt znamenal vyznamné
vylepSeni antikoagutai l&by, napg. u warfarinu, ktery fisobi na koagutmi kaskadu
ne@imo inhibici vitamin K epoxireduktasy a vitamin &duktasy, coz vede ktvarb

dysfunkenich koagulanich faktofi, je nastup i odezmi (€inku velice pomaléradow dny).
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DalSi vyhodou je pohod#si aplikace. NOAC nabizi peroralni podani mistcepteralniho,
coz je pro pacienty zvlaSs dlouhodobou antikoaguiai 1é&cbou velkym uletienim. Peroralni
uziti mize byt ale i limitaci, nap u pacieni, u nichz se vyskytl poopefai ileus
(nepifichodnost skv), je peroralni uzivanidé zcela nevhodné.

Jednim z poZadavkna idealni koagulancium bylo také minimum intefakgnymi I&ivy a
stravou. | vtomto jsou NOAC velkymiiposem. Interakci s jinymi ¢&vy je obecr velmi
malo. Jedna sef@devSim o latky ovlitwujici efluxni transportér P-glykoprotein (P-gp) neb
cytochrom CYP 3A4, které hraji roli ve farmakokicetNOAC. Takovéto latky nejsou hejn
uzivane, efekt NOAC je tak pamm¢ predvidatelny a neni nutnd rutinni monitoracébie
DalSim typem latek interagujicich s NOAC jsou ottantikoagulancia, ty maji vliv na
farmakodynamiku |éku. Blize seimito interakcim budou &novat nasledujici kapitoly
pojednavajici o jednotlivych zastupcich NOAC. Cassavy tyka, NOAC nevykazuji zadne
interakce.

Mezi vyhody NOAC seadi taktézZ fixni davka. Tato antikoagulancia umggpredepisovani
jednotné davky &sin¢ pacient (vyjimku tvori pacienti nad 75 let se sniZzenou funkci ledvin,
u nichZ je doporéeno davku snizit). Pro porovnani, v davkovani wartajsou az 40ti
nasobné rozdily v davkach (0,5-20mg/den) u patierdravych a jest vétSi rozdily u
pacienti s rezistenci k warfarinu.

Uzivani NOAC znamend také snizeni rizika intralkibmho krvaceni oproti warfarinu, u
né¢hoZz bylo toto riziko filis vysoké a v 50%iiipadi korcilo imrtim pacienta.

Mezi nevyhody spojené s uzivanim NOAC se mimo jjaté chykjici antidota. To je
také divod, pra@ nebyl nastup NOAC tak rychly,jak se s ohledem ylapSeni antikoagutai
lécby cekalo. Uvazujeme-li ale vyrazné snizeni rizika kerdi oproti antikoagulanciim
starym (intrakranialniho i gastrointestinalniho,typpeno US FDA) spol@é¢ s kratkym
biologickym pol@dasem eliminace, nejedna se o az tak zavazny liiwiitigktor. Specificka
antidota pro NOAC jsou navic ve vyvoji. Vhodnym idotem pro dabigatran se ukéazal
humanizovany Fab fragment monoklonalnich protilatgko rivaroxaban a apixaban
rekombinantni protein PRT4445.

DalSim problémem je stanoveni hladiny NOAC v plézmutinni analyza neni u
NOAC vyzadovana, nicménv zavaznych situacich, jako je krvaceni nebo dkojperace, je
tieba znét jejich aktualni antikoagété Cinek. Pro stanoveni hladiny hepdria VKA se
vyuziva zakladnich koaguaich tesi (APTT, INR), ty jsou ovSem pro NOAC nevyhovujici.
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Analyza NOAC je spojena s vyuzitim specifickychegéivnich tesi, o nichZ pojednava
kapitola Monitorace antikoaguiai I1&by. Problémem s tim spojenym je nezkuSenostiéka
interpretaci vysledk téchto tesl. Tento nedostatekaste&ne ieSi pormdrné nizka incidence
situaci, u nichz je stanoveni NOAC vyzadovano.ilNagivaroxabanu se krvaceni vyskytuje
jen u 1-4% pacieit poteba akutni operace u 1%.

Vzhledem k tomu, Ze se rutinni monitora¢egmtikoagul&ni 1&cbé NOAC neprovadi,
je otazkou, zda nebude dochazet k diferencigicindsti |&€by v zavislosti na zodp@dnosti
daného pacient®ada pacierit Iéenych warfarinem, ktery je monitorovan kazdé 2-@y
je totiz pod terapeutickou hladinou, jelikoZz duéky neberou, trpi @my, nebo voli
nespravné slozeni stravy s ohledem na antiko&gulecbu (potraviny bohaté na obsah
vitaminu K, nap. zelenécasti rostlin). V tomto fipact bude velkou roli hrat informovanost
pacient.

Nevyhoda spojena s renalni eliminacivge spol€na pro vSechna antikoagulancia. Z
NOAC je tento problém nejzavadai u dabigatranu (80% renalni eliminace, u rivatmenu
33%, u apixabanu 25%). Wfipact renalniho selhani dochazi k akumulac¢iva v t€le, coz
vede ke zvySeni rizika krvaceni. U paciest dlouhodobou antikoagulai I&bou je proto
doporwovano kazdy rok kontrolovat funkci ledvin.

Spornym bodem je cena antikoaguialécby. NOAC jako takové jsou drazSi nez
antikoagulancia starSi. Vezme-li se ale v Gvahwagaravidelné monitorace a ugmbovani
davky léka@em, vychazi z tohoto hlediska lépe NOAC.

Ac jsou NOAC spojeny kromiady vyhod i gadou nevyhod, nejsou tyto komplikace
natolik vazné, fipadré maji feSeni nebo jsou spdleé pro vSechna antikoagulancia, a proto
lze konstatovat, Ze NOAC fipesly vylepSeni antikoaguwai Ié&by oproti starSim
antikoagulanciim. V nasledujici tabulce jsou shyrwjthody a nevyhody antikoagulai 1&cby
NOAC oproti heparifim a warfarini?

Tabulka Il — Vyhody a nevyhody NOAC?

VYHODY NEVYHODY

Rychly nastup i odezmi (inku Nevhodnost klasickych metod stanoveni
Kratky biologicky pol@as eliminace Bez specifickych antidot

Malé variace v davkovani Renalni vwani

Malo interakci s jinymi l&ivy Bez kontroly spravného finéhu |&by

Bez interakci s jidlem SniZena davka pektaré indikace
SniZeni rizika intrakranialniho krvaceni
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2.3.1 Rivaroxabarl

Rivaroxaban, obchodnim nazvem Xarelto (Bayer, tiav®en, Nmecko), je pimy,
specificky inhibitor faktoru Xa a to jak volnéhoakt vazaného ve sraZzeginci
protrombinasovém komplexu. Faktor Xa hraje jedrilaxnich roli v hemokoagulaci, po
aktivaci gevadi protrombin na trombin, coZz vede k tvwofibrinové srazeniny a k aktivaci
destéek trombinem. Jedna se o kompetitivni inhibici, arixaban ma 10 000x étéi
selektivitu pro FXa nez jinou serinovou proteasiské aktivié piitom nevyZzaduje kofaktor.

Chemicky nazev rivaroxabanu je 5-chloro-N-([(5$9x®-3-[oxomorfolin-4-yl)fenyl]-
1,3-oxazolidin-5-ylmethyl)thiofen-2-karboxamid @M= 435,88), jeho strukturu zobrazuje
Obr. 7. Dle BSC (Biopharmaceutical Classificatiopst8m) pat rivaroxaban doitdy I,
jedna se tedy o latku s nizkou rozpustnosti (5-71 pigg pH 1-9 ve vodném prosdi) a
vysokou permeabilitou. Log P koeficient je roveh, 150z znéi stredni lipofilitu, rivaroxaban

ma tedy nizkou azigdni afinitu k perifernim tkanim.

Obrazek 7 — Struktura rivaroxabanu

Rivaroxaban je uzivan k prevenci VTE (vendzni tbembolickd nemoc) po vyné
kolenniho a kgelniho kloubu, k prevenci cévni mozkovéhody a systémové embolie u
pacienti s AF (atrialni fibrilace), k &¢ DVT (hluboka Zilni trombdza) a PE (plicni embolie)
k prevenci rekurentni DVT a PE a k prevenci atewotvotické pihody u pacierit s ACS
(akutni koronarni syndrom).

Absorpce rivaroxabanu po oralnim uziti je rychté@akimalni koncentrace v plazne
dosazeno po 2-4 hodinach), t&miplna (oralni biodostupnost 80-100% pro 10mg table
66% pro 20mg tabletu) a neni ovldma jidlem. Rivaroxaban je distribuovan z 92-95%
plazmovymi proteiny (népstji sérovym albuminem), na které je reverzibilvazan,
s distrib&nim objemem 50I (0,62 I/kg). Eliminace je dvojinaéni eliminace nez#éméného
léciva (36%) za pomoci P-gp a BCRP transpdrt&x eliminace renalni a jaterni
metabolizovaného #&va. Na metabolické degradaci se podili cytochro#s(P(CYP 3A4,
3A5, 2J2) zprosedkovavajici oxidativni biotransformaci a CYP-naghy mechanismy,
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negasgji hydrolyza. Polgas eliminace je 5-9 hodin u mladSich padieritl-13 hodin u
starsich.

Pohlavi, etnicita actesna hmotnost nemaji vliv na farmakokinetické peaty
rivaroxabanu. U pacieitstarSich 75 let Ize pozorovat zvySenou koncentédia v plazng,
zvlast pokud je ¥k spojen se sniZzenou funkci ledvinjater. V takovém fipact je vhodné
davku snizit. Poskozeni funkce ledvin je hodnodaemdnotou clearance endogenniho kreatinu
(popisuje glomerularni filtraci), vifpact mirného poskozeni plati Gk = 50-80 mil/min, u
stredniho poskozeni Gr = 30-49 ml/min a u vazného poskozenicgl= 29-15 mi/min.
Rivaroxaban neni vhodny pro pacienty scek 15 ml/min, u kterych se Iék hromadidlet a
zpiasobuje vysoké riziko krvaceni,fipCLcg > 15 ml/min neni ieba davku upravovat.
PoSkozeni funkce jater je hodnoceno stupnChild-Pugh, kdy stuge A zna&i mirné
posSkozeni, stugeB stedni posSkozeni a stup€&€ vazné poskozeni. U paciérg Child-Pugh
stuprtm B a C dochazi k hromadi rivaroxabanu vde a ke zvySovani rizika krvaceni,
rivaroxaban tak neni @¢hto pacient doporwovan.

Rivaroxaban prodluzuje PT (protrombinowas) a APTT (aktivovany parcialni
trombinovyc¢as), coz jsou parametry pro hodnoceni hemokoagéxéapitola Monitorace
antikoagulani lé&cby). A¢ je zavislost PT, APTT na koncentraci rivaroxabanplazmng
linearni, |ze pozorovat variace v zavislosti naztyech reagenciich,d&ku, poSkozeni ledvin a
jater a tyto parametry proto nejsou optimalni ptansveni koncentrace rivaroxabanu
v plazne. VhodrgjSim parametrem je aktivita faktoru Xa. Zavisloktivty faktoru Xa na
koncentraci rivaroxabanu v plagmykazuje exponencialni zavislost a ve spojeniadnlymi
kalibratory rivaroxabanu je vhodnou, kormf dostupnou metodou stanoveni Sirokého
rozmezi koncentraci Iéku v plazm

Interakci rivaroxabanu s jinymi d&y je obec® malo. ZvySenou koncentraci
rivaroxabanu v plazenlze pozorovat, pokud je uzZivan spwie s inhibitory P-gp a CYP 3A4,
v takovémto pipack je zvySené riziko krvaceni. Obeme je proto teba pedepisovat nap
azolové antimykotikum flukokonazol nebo antiinfédatierythromycin a clarithromycin. Zcela
nevhodna je kombinace rivbaroxabanu se silnymbitdry P-gp a CYP 3A4 jako je azolové
antimykotikum ketokonazoki inhibitor HIV proteasy ritonavir. SniZzenou konteTi
rivaroxabanu v plaztlze pozorovat u pacieinsowasré uzivajicich induktory P-gpi CYP
3A4, nag. antiinfektikum rifampicin. Tyto latky ovlikuji farmakodynamiku léku a jejich

sowasné uzivani s rivaroxabanem je nevhodné. Dal§iisikunterferujicich latek tvd latky

22



ovliviiujici hemostazu. Kombinace rivaroxabanu s jinyniikeagulancii zfisobuje ¥tSi nez
aditivni nafist farmakodynamickych vlastnosti a stim spojenyastarizika krvaceni.
Protidesttkové léky (nap clopidogrel) a protizaitlivé Iéky (nag. naproxen, aspirin)
neovliviiuji farmakokinetiku rivaroxabanu, #gobuji ale zvySeni rizika krvacivosti a

prodlouzeni doby krvaceni.

2.3.2 Apixabart®

Apixaban, obchodnim nazvem Eliquis (Bristol-My&quibb, NY, USA), je oralni,
piimy, selektivni inhibitor faktoru Xa a to jak volm& tak vazaného ve sraZzehidi
protrombinasovém komplexu. Jedna se o kompetitiwsoce selektivni inhibici, které téin
neovliviiuje jiné serinové proteasy.

Chemicky nazev apixabanu je 1-(4-methoxyfenyl)x6-6-[4-(2-oxopiperidin-1-
yhfenyl]-4,5,6,7-tetrahydro-1H-pyrazolo[3,4-c]pglin-3-karboxamid (M = 459,0), jeho
strukturu znazawje Obr. 8. Dle BSC (Biopharmaceutical ClassificatiSystem) pat
apixaban doitdy Ill, jedna se tedy o latku s vysokou rozpustn(04 mg/ml pi pH 1,2-6,8

ve vodném prosedi) a nizkou permeabilitou.

Obrazek 8 — Struktura apixabanu
Indikaci apixabanu jsou prevence VTE (vendzni trembolicka nemoc) po vyné
kolenniho a kyelniho kloubu, prevence cévni mozkovihpdy a systémové embolie u
pacienti s AF (atrialni fibrilace), [&a DVT (hluboka Zilni trombo6za) a PE (plicni embdla
prevence rekurentni DVT a PE.
Absorpce apixabanu po oralnim uziti je rychla, meni koncentrace v plazme je
dosazeno po 4 hodinach a neni owiva jidlem. Oralni biodostupnost je 50% a klesa

s rostouci davkou {pdavce > 25mg se Zma projevovat omezena rozpustnost apixabanu).
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Apixaban je z 87% distribuovan za pomoci plazmatitkproteirii s distribénim objemem
20I. Eliminace je dvoji, rendlni a jaterni. 75%uUé&kdchézi zdla neznénéno za pomoci P-gp
a BCRP transportéy zbytek je metabolickyipmenén za pomoci CYP 3A4, CYP 3A5, CYP
2J2 zprosedkovavajicich oxidativni biotransformaci. Biolokyc polocas eliminace
apixabanu je 12 hodin.

Veék, pohlavi, &esna hmotnost a etnicita nemaji klinicky relevanudiv na
farmakokinetické parametry apixaban& mirné zvySené plazmatické koncentrace bylo
mMoZno pozorovat u paciénstarSich, u Zen a u paciénd €lesnou hmotnosti pod 50 kg.
V piipact pacient s poSkozenim funkce ledvin je moZno pozorovat engs koncentraci
apixabanu u v8ech sthup poSkozeni, nicméntento naiist neni natolik vazny, aby bylo nutno
upravovat davku. PoSkozeni jater nema na farmaktiklke parametry apixabanu vliv.

P¥itomnost apixabanu Vv plazZmzpisobuje prodlouzeni paramitrpopisujicich
hemokoagulaci jako jsou PT (protrombinotgs) a APTT (aktivovany parcialni trombinovy
¢as). Zavislost APTT a PT na koncentraci apixabamlazn® je linearni. Tato metoda
stanoveni koncentrace apixabanu v plagensice citliva, nicméh vysoka variabilita mezi
komegkné dostupnymi kity neumaitje jeji vyuziti. LepSim parametrem je stejjako u
rivaroxabanu aktivita faktoru Xa. &feni zavislosti aktivity faktoru Xa na koncentraci
apixabanu v plazgh s vyuzitim vhodnych kalibrator se ukazuje jako nejlepSi metoda
stanoveni.

Interakce s jinym k&vy jsou obdobné jako u rivaroxabanu. ZvySenou leoti@aci
apixabanu v plazenlze pozorovat u pacieitsowasre uzivajicich inhibitory P-ggi CYP
3A4 jako jsou azolova antimykotika ketokonazolpkimnazol, vorikonazol, posakonazil
inhibitor HIV proteasy ritonavir. Tyto lIéky #igobuji naiist koncentrace apixabanu v plagzm
a s tim spojené zvySeni rizika krvacivosti a jejgthtasné uziti neni dopotavano. Naopak
shizenou koncentraci apixabanu v plaamgkazuji pacienti uzivajici induktory P-gp CYP
3A4 jako je antiinfektikum rifampicin, W&ehto pacient je nutno pedepisovat apixaban velmi
obezetrg. Jin4 antikoagulancia, protidestove ¢i protizaretlivé léky zpisobuji steji jako u

rivaroxabanu zvyseni rizika krvacivosti.
2.3.3 Dabigatrant*

Dabigatran, obchodnim nazvem Pradaxa (Boehringgelhein, Nmecko), je pimy,

reverzibilni inhibitor trombinu a to jak volnéh@ktvazaného ve srazeainfrombin je jeden
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z nejvyznamyyjSich koagulanich faktofi, ktery jednak zprogtdkovava pemenu fibrinogenu
na fibrin a také aktivuje agregaci krevnich destiv mis¢ porargni. Inhibice je kompetitivni
s vysokou selektivitou k trombinu.

Chemicky nazev dabigatranu je  3-[[2-[(4-karbamioyidnilino)methyl]-1-
methylbenzimidazol-5-karbonyl]-pyridin-2-ylaminojgranova kyselina (M= 471.51), jeho
strukturu zobrazuje Obrazek 9. Dle BSC (Biopharmtcal Classification System) at
dabigatran dofidy II, jedna se tedy o latku s malou rozpustnastiysokou permeabilitou.
Jelikoz je dabigatran vysoce hydrofilni a neni tedgint biodostupny, podava se ve farm

prol&iva dabigatran etexilatu.

HO o
? N/(:H3
NH
< NYC[%NH@%
Obrazek 9 — Struktura dabigatranu

Dabigatran je uzivan k profylaxi cévni mozkovEhpdy a systémové embolie u
pacienti s AF (atrialni fibrilace), k &¢ DVT (hluboka Zilni trombo6za) a PE (plicni embolie)
a k prevenci rekurentni DVT a PE.

Po oralnim podani nasleduje rychla, &naplnd hydrolyza proléva dabigatran
etexilatu za pomoci jaterni esterasy na aktivnimiordabigatran. Maximalni koncentrace
v plaznt je dosazeno 3 hodiny po podani. Biodostupnostzkan jen asi 6,5% nezavisle na
straw. Je proto nutno podavat pémeé velkou davku. Distribuce je rychla, z 35% je
dabigatran vazan na plazmatické proteiny. Distnitbwbjem je 60-70I, tedy&sSi, nez jaky je
celkovy objem vody véle, Ize proto pedpokladat $edni distribuci v tkanich. Biologicky
polocas eliminace apixabanu je 12-14 hodin, eliminacesfglni, 80% l&va odchazi zda
nezménéno za pomoci transportéru P-gp, zbytek je glukudizoivan v jatrech.

Veék, pohlavi, ¥lesny hmotnost a etnicita nemaji klinicky vyznamsiiv na
farmakokinetické parametry apixabanu;, mirné zvySena koncentrace léku v plazije
pozorovana u pacieitstarSich a u Zzen. U paciéns poruchou funkce ledvin se vyskytuje
narist koncentrace apixabanu v plagrkontraindikovan je u pacieiht vaznym poskozenim

(CLcr = 29-15 ml/min). Poruchy jater nemaji na farmakekické parametry apixabanu vliv.
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Vzhledem k tomu, Ze dabigatran neni metabolizaxgohromem P450, méa jen malo
interakci s jinymi léivy. Jelikoz je substratem pro P-gp, zvySenou katregi dabigatranu
v plazme budou vykazovat pacienti uzivajici & inhibitory P-gp (nap antiarytmikum
amidaron, azolové antimykotikum ketokonadozol, laygertenzikum verapamil), tento vliv
v8ak neni klinicky relevantni a proto se nemusiaupvat davka dabigatranu. Naopak
nevhodnd je kombinace dabigatranu s induktory Pagggy. antiinfektikum rifampicin)
zpasobujicimi  snizeni koncentrace dabigatranu v ptaz@iné substraty P-gp (nap
kardiotonikum dioxin, atorvastatin) @pobuji jen malé zgmy v koncentraci apixabanu. Jina
antikoagulancia zvySuji riziko krvécivosti a &ny farmakodynamickych vlastnosti
dabigatranu.

S uzivanim dabigatranu jsou spojeny vedlejitky. U fady pacient se vyskytuje ve
spojeni s antikoagulai l&bou dabigtranem dyspepsie (travici obtize). Také pyokazano
zvySené riziko infarktu myokardu a gastrointestiild krvaceni. To rozdujeme do i
stupid; v pripadt krvaceni slabého je odloZzeno podani dalSi davkyo ngeruSeni &by,

v pripad krvaceni gedre silného nasleduje symptomickaclé@, chirurgicky zakrok,
zaskrceni, transfuze, hemodialyza nebo podanirdktvuhli. V gipad krvaceni silného se
provede filtrace krve f@s aktivni uhli nebo se pacientovi poda rFVlila ¢rekinantni

aktivovany faktor VII)¢ PCC (protrombinovy komplex).

2.3.4 Srovnani NOAC

Role a misto v antikoaguai terapii jednotlivych antikoagulancii bude nutdo
budoucna definovat; |zergdpokladat diferenciaci na zakéadarmakokinetiky, klinického
popisu a ceny® Tab. Il srovnava zakladni vlastnosti jednotlivy®fDAC a udava pro
porovnani také informace o warfarinu jakozto zastaptikoagulancii starSich.

Tabulka Ill - Srovnani NOAC a warfarinu 8

DABIGATRAN RIVAROXABAN APIXABAN WARFARIN
BIODOSTUPNOST 6% 100% 50% N/A
CAS DO Cyax 3 hod 2 hod 3-4 hod 5 dni
POLOCAS ELIMINACE 12-17 hod | 5-9 hod 8-15hod | 36-48 ho
VAZBA NA PROTEINY V PLAZM E [35% 92-95 % 87 % 99 %
DISTRIBU CNi OBJEM 60-70 | 50 | nizky 8l
RENALNI VYLU COVANI 80 % 33% 25 % 0 %
INTERAKCE P-gp P-gp P-gp CYP 2C9

CYP3A4 | CYP3A4 |CYP1A2

EFEKT STRAVY neni neni neni vadi vit K
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2.4 Monitorace antikoagul&ni 1é¢by

2.4.1 Testovani hemostazy

Monitorace antikoagutai 1&by je jen jednou z mnoha indikaci testovani henzysta
Mezi dalSi indikace pét krvaceni, trombdza, odhaleni koadguiach poruch fed operacti
jinou invazivni metodou nebo prognostika padienpoSkozenim jater.

Mezi k&Zné testy pouzivané veétgine nemocnic pat pocet desttek, PT, INR, APTT,
fibrinogen a D-dimer. Ve specidlnich situacich geaiva tesi specifickych jako jsou TT,
ACT, anti-Xa aktivita, ECT, antifosfolipidové pradtky, HIT testyci TGA.

2.4.1.1 Pdet destitek"

Jednd se o nejbreji uzivany test hemostazy, ktery je géati kompletniho krevniho
obrazu a poskytuje kvantitativni idaj o trombocktdeaet desitek se stanovuje z celé krve
uchovavané ve specialnich antikoagoiah vialkach s EDTA za pomoci autoanalyzator

Stav, kdy ma pacient mé&nkrevnich destiek, nez je Bzné, oznaujeme jako
trombocytopenii. Ta riize byt zfisobena jejich snizenou produkci (onentoérkostni derg,
nevyvadzena strava), zvySenou destrukci (Iéky, akolutoimunni onemoe¢ni) nebo
hypersplenismem (2tSena slezina). Stav, kdy ma pacient naopak vieenkeh destiek, nez
je béZné, oznaujeme jako trombocytdézu. Ta tde byt nasledkem infekce, operace,

spenektomie, ztraty krve, zhoubného nadomyeloprolifer&niho onemoceni.

2.4.1.2 PT — protrombinovy¢as"

Protrombinovycas, také ozr@vany jako Quickyv test, je nejstarSim stale uzivanym
koagul&nim testem. Zohledije funkci zevni a spol@é cesty hemokoagulace (Fll, FV,
FVII, FX, FI) a lze ho vyuZzit k monitoracidby warfarinem.

K odebrané krvi se v prvnim krokuigava citrat, ktery vaze Gaionty a tim brani
samovolnému srazeni krve. Krev je poté centrifugava testuje se odléna plazma. K ni se
pridavaji C&"* ionty a tromboplastin (tkévy faktor a fosfolipidy) a @i sesas potebny ke
tvorbeé srazeniny.

U zdravého pacienta se hodnoty PT pohybuji v razrg-14 s, nicméhtato hodnota
je zavisla na pouzitych reagenciich, inkémigh a skladovacich podminkach a meétod

koncového stanoveni. Zacelem standardizace a mezilaboratorniho porovnavdéa
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zavedena hodnota INR (international normalizedratiezindrodni normovany peén), ktera

je matematickym zpracovanim PT. Lze ji vyfiat jako pondr pacientova PT a kontrolniho
PT umociny na hodnotu ISI (international sensitivity indexdex citlivosti) specifickou pro
kazdou reagencii. INR zdravého pacienta se pohybugzmezi 0,8-1,2. Hodnota niZsi nez
0,8 se nevyskytuje téth nikdy, hodnota vySSi nez 1,2 znhantikoagulani 1&bu, snizenou
syntézu koagutmich faktofi (nemoc jater, deficit vitaminu K) nebo zvySenoiotsgbu
koagul&nich faktofi (sepse, diseminovana intravaskularni koagulace).

IS1

PT Patient
INR =|-

PT Reference Plasma
Obrézek 10 - Vypatet INR?

2.4.1.3 APTT — aktivovany parcialni tromboplastinoy ¢as

V piipadt tohoto testu je f@beh stejny jako u PT, ale jefidavan jen parcialni
tromboplastin (pouze fosfolipidy) spét® s aktiv&nim ¢inidlem (dfive kaolin, dnes silika,
kyselina ellagovd). Tento test zohbege funkci vnitni a spoléné cesty hemokoagulace
(FVII, FIX, EXI, EXII, FI, Fll, FV a FX) a mize byt vyuZzit k testovani koagudla &by
heparinem.

U zdravych paciefit se APTT pohybuje vrozmezi 25-40 s,ébp zavislosti na
pouzitych reagenciich a testovacim systému. Nio jiR u APTT dostupné neni, kazda
laboratd si proto stanovuje vlastni ,normalni hodnoty* wisdosti na podminkach. iP
hodnotach nad 40 s Ize uvazovat antikoaful&:cbu, von Willebrandovu nemoc, hemofilii,
antifosfolipidové protilatky, sepsi DIC.!

Obdobou APTT je ACT, aktivovany koaguid test. Rozdilem je, Ze se provadi z plné
krve a nepidavaji se fosfolipidy, jen aktivai ¢inidlo. Také je vyrazé delSi, normalni
hodnoty se pohybuji vrozmezi 120-180 s, u antiktagi l&cby v rozmeri 300-600 s.
VyuZiva se pedevsim k monitoraci @y nefrakcionovanym heparinet.

2.4.1.4 Fibrinogert

Tento test neni tolikéasty, jedna se o stanoveni hladiny fibrinogenu. Jen
produkovan v jatrech a normalni hodnota se pohybuzmezi 200-400 mg/dl. ZvySenou
hodnotu vykazuji pacienti s reakci akutni faze ¢zaposSkozeni tkanifi téhotné Zeny,

shizenou hodnotu potom pacienti trpici selhanier gaDIC.
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2.4.1.5 D-dimef

D-dimer je finalni degradai produkt fibrinu, jeho fitomnost zn& nedavnou
intravaskularni koagulaci. &né hodnoty se pohybuji pod 0,5 mg/dl, hodnoty vy$Shou
zn&it zilni trombembolismus, arterialni srazeninu, Se@®IC, maligni nador, nedavnou

operaci, selhdni jater téhotenstvi.

2.4.1.6 TT — trombinovy¢as

Trombinovyc¢as se stanovuje z dekalcifikované plazmy fidgmi nadbytku trombinu
(howzi/lidsky). Zohleduje spolénou cestu hemokoagulace. Normalni hodnoty se pghybu
v rozmezi 11-19 s, zvySené hodnoty mohou bysapeny antikoaguéai |écbou heparinem,
zvySenym mnoZstvim fibrin degrattéich produki, nemoci jateti DIS.

Dilutovany trombinovytas dTT je modifikaci klasického TT, jedinym rozdilge, Ze
se plazma pacientéedi plazmou zdravou. Vyuziva se ke stanovetiinych inhibitoi
trombinu s vyuZitim metody kalib#ai kiivky.**

DalSi modifikaci TT je ECT, ekarinovy test. Namigtombinu je pidavan ekarin,
metaloproteinasa izolovana z jeddchis carinatus, specificky aktivator protrombinu.

Nevyhodou tohoto testu je, Ze neni standardizdvan.

2.4.1.7 Anti-Xa aktivita'

Tento test je vyuzivan k monitoracicky LMWH a pimymi inhibitory FXa. Je
vyuZivan pro jejich stanoveni za pouziti metodytkatni kiivky.

K dekalcifikované plaz#h je pidavano konstantni mnoZstvi FXa a specificky
chromogenni substrat. \ippmnosti antikoagulancia dochazi k inhibici FXdyly FXa
hydrolyzuje chromogenni substrat za uwolinp-nitroanilinu, ktery je spektrofotometricky
stanovovan $ 405 nm. Plati ngma ungra, ¢im vice antikoagulancia v plazne, tim més

pNA je uvolreno.

2.4.1.8 TGA — trombin generg&ni test

Trombin generéni test nabizi narozdil od téskoagul&nich komplexni posouzeni
hemokoagulace. Bti se aktivita trombinu v zavislosti n&ase, graficky zdznam této
zavislosti se nazyva trombinogram. & ze vyCist pt zakladnich vediin (viz Obr. 11).

Hlavni nevyhodou tohoto testu je, Ze pro tyto &reyi neexistuji standardni refekem
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hodnoty. Obean lze fict, Ze zvySen& generace trombinuizZm znamenat riziko trombozy,

zatimco sniZen& generace trombinu riziko krva&eni.

Trombin (nld) T

Wl

Peak

ATC

Y

'y
L4

tLag tPeak Titme (ruiri)

Obrézek 11 — Trombinogrant*

- tLag [min] —¢as v potebny ke generaci detekovatelného mnoZzstvi trombinu

- tPeak [min] <as v potebny ke generaci maximalni koncentrace trombinu

- Peak [nM] — maximalni dosazena koncentrace tiomb

- VI [nM/min] — rychlost naifistu generace trombinu

- AUC [nM] — celkové vytvéené mnozstvi trombinu

Vyuziva se plazma chuda na désyi ke které jsou ffidany indukini srazectinidlo,
c&* ionty a fosfolipidy, coZ vede ke tvarimalého mnoZstvi trombinu. Ten indukuje aktivaci
FV, FVIII, FXI a krevnich destiek vedouci k rychlému nastu mnozstvi trombinu. Zaroie
se aktivuji antikoagutai mechanismy. Generovany trombin¢gt chromogenni nebo
fluorogenni substrat za uveimi chromoforu¢i fluoroforu, ktery je néslednfotometricky

stanovert.

2.4.2 Monitorace NOAC
Rutinni monitorace antikoagwai l&by NOAC neni nutnd vzhledem Kk jejich
predvidatelnym farmakokinetickym a farmakodynamickyiaistnostem. Nicmenv urtitych

situacich je dobré znat aktualni hladinu antikoagcilaci jeho aktualni antikoagutai efekt.
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Tyto situace zahrnuji akutni operacie@avkovani, krvaceni, trombdzu, sniZzerigunost
ledvin a jater, pechod na jiné antikoagulancium, fEiu zhodnocenidinku l&by ¢i studium
vlivu jinych 1éki na antikoagukéni I&bu. Obeca Izetict, Ze monitorace antikoagdld 1&by
by me¢la vést k vylepSenidinnosti a bezp@osti I&by a ke zoptimalizovani &y pro daného
pacienta.’

Klasické testy jsoudtSinou pro nova antikoagulancisilg citlivé nebo naopakiflis
necitlivé. VyZaduji proto metodologick&ippisobenf:> Tab. IV shrnuje vliv jednotlivych
NOAC na zakladni koaguiai testy.

Krome téchto EZnych tesi Ize pro monitoraci NOAC vyuzit ifte zmirgny TGA —
trombin generéni test. Ze vSech paramietje nejvyhod#jSi vyuzit Peak, ten vykazuje
nejvyssi citlivost a nejnizsi variabilitu. Vyhodeohoto testu je, Ze poskytuje vice informaci
nez klasické koagutai testy, nevyhodou jéasova narénost, obtizna standardizace a mala

dostupnost’

Tabulka IV - Vliv NOAC na koagulaéni testy*” *°

Dabigatran

PT - prodlouzen
- mald citlivost, vysoka variabilita, slaba koredackoncentraci dabigatranu v plazm
- INR se téndt neneni

APTT - prodlouzen
- mald citlivost, vysoka variabilita, slaba koredackoncentraci dabigatranu v plazm

- vyuZzitelny pro nizké koncentrace

anti-Xa | - zadny efekt

aktivita
TT - prilis citlivy (u vysokych koncentracitpsahne TT dobu &kni)
- vyuZziti dTT (standardizovany, konde¥ dostupny kit Hemoclot, Hyphen, Biomed,
Francie) — siln korelace s koncentraci dabigatvgplazng, neni giliS rozSteny
ECT - linearni, citliva, pesna metoda i pro vysoké koncentrace nad 600 ng/ml
- neni standardizovana
Rivaroxaban
PT - linearni prodlouzeni

- dobra korelace s koncentraci rivaroxabanu v ptazm

- citlivost dobra jen u vysokych koncentraci, vygalariabilita

- vhodné metoda tam, kde neni anti-Xa aktivitagpdrici, dobrou citlivost vykazuji
reagencie STA Neoplastin Plus, Stago, Ashieres\die¢a

APTT - linearni prodlouzeni
- nizkd citlivost, vysoka variabilita

anti-Xa | - vysoka reprodukovatelnost, silna korelace s kotreei rivaroxabanu v plazim
aktivita | - komegn¢ dostupné, standardizované kity, specifické kaldrsa

- Siroké rozmezi koncentraci

- ne tolik rozSfené

TT - Zadny vliv
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ECT | - zadny vliv

Apixaban
PT - prodlouzeni
APTT - nizka citlivost, vysoka variabilita

- nespolehlivé

anti-Xa | - vysokéa reprodukovatelnost, silna korelace s kotreei apixabanu v plazm
aktivita | - komegn¢ dostupné, standardizované kity, specifické katdya(nevhodsijSi STA,
Rotachrom, Stago, Ashiers, Francie)

- Siroké rozmezi koncentraci

- ne tolik roz&iené

TT - Zadny vliv
ECT - Zadny vliv
2.4.3 HPLC-MS

Chromatografie je sepama technika zalozena n&ldni snési slozek mezi dvrazné
nemisitelné faze - fazi nepohyblivou, stacionarnf@zai pohyblivou, mobilni, mezi nimiz
dochazi k neustalému ustalovani rovnovatlgmych latek. Podle uspadani stacionarni faze
rozliSujeme chromatografii ploSnou a kolonovou, Ipodskupenstvi mobilni faze
chromatografii plynovou a kapalinovou.

Kapalinovad chromatografie se provadi jak v @apdani plosném (PC - papirova
chromatografie, TLC - tenkovrstevna chromatografi¢dk v uspéadani kolonovém.

Nasledujici text se budé€énovat HPLC - vysokatinné kapalinové chromatografii.

Obr. 12 zobrazuje zakladni schéma kapalinovéhonshtografu.

‘ isampie
RS Injector Detector
pump
HPLC column

]

HPLC
solvent

Data aquisition

wastie

Obrézek 12: Kapalinovy chromatograf'®

Mezi zakladnicasti pati zasobnik mobilni faze, vysokotlak&rpadlo, davkova
vzorku, kolona, termostat, detektor &zani pro vyhodnoceni signalu.

Zasobnik mobilni faze obsahuje filtr pro zachycpainych¢astic, krong nich je
z mobilni faze nutno odstranit také plyny, které mphly ruSit stanoveni. Provadi se tak
pomoci probublavani heliem nebo ve vakuovych degabkeNasleduje vysokotlakérpadio,

které zajiSuje stabilni piitok mobilni faze. MzZe byt pneumatické, pistow® membranové.
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Pokud jecerpadlo pulzniho typu, je nutnoiadit také tlumie tlakovych pul. Davkovani
vzorku miZze byt jak manualni (vysokotlaké déavkovaci ventilyjak automatické
(autosamplery). Kolony pro HPLC se vyrabi z neré&zoueli, tvrzeného sklé PEEK a pro
analytické dely mivaji vnitni pramér 2,1-5 mm, délku 10-300 mm a velikost naplt+
10um. Stacionérni faze e byt tvdena tuhou latkou nebo filmem kapaliny zakotvenyim
chemicky vazanym na nd@siZ chemického hlediska Ize stacionarni fazkt cha anorganické
oxidy (SiQ, Zr0,, Al,Os, TiO,), chemicky vazané faze na bazi silikagelu (reviefare C18,
C8, fenyl, normalni faze CN, NHdiol, HILIC faze, iontominic¢e, chiralni faze), polymerni
faze (PS-DVB, PVA, PMMA), hybridni fazei faze na bazi grafitového uhliku. Kolony
byvaji ¢asto termostatovany a to za pomoci kapalinovyctoreplovzduSnych termostat
Existujetada detektdr pro HPLC, mezi nejvyznandjsi pati detektory spektrofotometrické,
fluorescekni, elektrochemické, detektory na bazi aerosolu SBL CAD, NQAD),
refraktometrické, vodivostni, chemiluminis¢enci reakeni.

Univerzalnim a vysoce specifickym detakm systémem pro HPLC je hmotnostni
spektrometrie. Zakladnim principem této metodygeizace vzorku (f@vedeni neutralnich
molekul na ionty) v iontovém zdroji, rogléni ionti dle pongru m/z a jejich urychleni v
hmotnostnim analyzatoru a nasledna detekce v detekt

Existujefada ioniz&nich technik, pro spojeni HPLC-MS se vyuziva tekhmékkych
poskytujicich proponovan#é deprotonované molekuly a malé mnozstvi fragraedédna se
piedevsim o ESI (ionizace elektrosprejem), APCI (dbkén ionizace za atmosférického
tlaku), APPI (fotoionizace za atmosférického tlalku)yi off-line spojeni MALDI (matrix
assisted laser desorption ionization). Nevyhoddwtio zgisobu ionizace je, Ze neexistuji
knihovny spekter, tak jak je tomu pro techniky &1l - elektronova ionizace, Cl - chemick&
ionizace), které jsou vyuzivany pro spojeni GC-MSaké malé mnozstvi fragméra tedy
malé mnozstvi informace o strukéulatky. Toto lze nicménieSit vyuzitim tandemové
hmotnostni spektrometrie MS

Z hmotnostnich analyzatoize pro spojeni HPLC-MS vyuZit prakticky kterykoh
sektorové fistroje, kvadrupol, giletovy analyzator, iontovou cyklotronovou resonatici
orbitrap.*®

Kapalinova chromatografie poskytuje jak kvalitafiv(reteni ¢as ¢i objem), tak
kvantitativni (plochati vySka piku) informaci o latce. Stanoveni kvariitai ma relativni
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charakter, vyuziva sefipném standard (metoda vijSiho standardu, fidavku standardu,

vnitiniho standardgi vnitini normalizace)?®
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Cile experimentalni¢asti

Cilem experimentalndasti této diplomové prace bylo porovnaiiiretod stanoveni
rivaroxabanu a apixabanu v plazrfifGA, anti-Xa aktivita, HPLC-MS/MS) a to z hledask
analytického (robustnost, interference), technickdimartniho, ¢asového a také z hlediska

dostupnosti a s@asre korelace vysledk méreni ziskanychémito t‘emi metodami.

3.2 Histroje

Pro gipravu vzorku byla pouZita centrifuga Eppendorf @i&rge 5702, automatické
pipety Eppendorf Research a inkubator pro tempewaarku na 37,5°C.

Pro chromogenni stanoveni anti-Xa aktivity byl pbkoagul&ni analyzator ACL
TOP CTS 700 (Instrumentation Laboratory Inc., USA)p TGA koagulani analyzator
Ceveron Alpha (Technoclone GmbH, Rakousko) a proLGMS stanoveni UHPLC
kapalinovy chromatograf Dionex Ultima 3000 RS (TherScientific Inc, USA) ve spojeni

s tandemovym hmotnostnim spektrometrem TQ 6500%8iBx, Massachusetts, USA).

3.3 Chemikalie

- voda na injekce, Ardeapharma a.s.

- fyziologicky roztok, Ardeapharma a.s.

- citrat sodny (0,129 mol/l)

- reagencie pro TGA — kit Technotrombin TGA, Tectlnoe
- SUB Technotrombin TGA (1 mmol/L Z-Gly-Arg-AMGluorogenni
substrat)
- BUF Technotrombin TGA (HNa-TBS buffer)
- Technotrombin TGA, Tissue factor/Low phosphdipnixture
- CaC} (25 mmol/l)
- Ceveron promyvaci roztok

- reagencie pro ACL HemosIL Heparin Kit, Instrunegidn Laboratory
- Chromogenic substrate (NZ-D-Arg-Gly-Arg-pNA.2HCI)
- Factor Xa reagent (lyofilizovany héi faktor Xa)
- Antitrombin (lyofilizovany lidsky antitrombin)

- Buffer (koncentrovany Tris-pufr)
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- chemikalie pro UHPLC-MS stanoveni
- deuterovany rivaroxaban RIV-D4 (Toronto Reseaf€hemicals Inc, Toronto,
Canada)
- methanol (LC-MS kvalita, Sigma, USA)
- NH,COOH (Sigma, USA)
- AcCN (Sigma, USA)

- kalibratory
- Technoview Apixaban CAL set, Technoview Apixak#Ww control,
Technoview Apixaban HIGH control, Technoview Rweasban
MEDIUM Control, Technoclone

- Fraxiparine, 9000 IU/ml, Aspen

- protamin hydrochlorid, 5000 1U/5ml, MEDA-ampullen

3.4 Pracovni postup

Priprava vzorku plazmy pro anti-Xa a TGA stanoveni
Odker zilni krve byl proveden do citratu sodného o kamtcaci 0,129M v posru 9:1
a krev byla nasle@nl10 minut centrifugovana rychlosti 3000 &l za minutu. Takto
pripravena citratova plazma byla poté analyzovana relonrazena. Rozmrazerieg
analyzou probihalo v inkubatorii peplot 37,5°C.

Ptiprava reagencii pro anti-Xa a TGA stanoveni
Reagencie byly rozpusty v injelkeni vod dle navodu a 15 minut temperovany na
pokojovou teplotu.

Priprava kalibratal apixabanu a rivaroxabanu
Kalibratory byly rozpu&hny v injekeni vod dle navodu a 15 minut temperovany na
pokojovou teplotu.

Priprava fraxiparinu o koncentraci 0,1-0,8 1U/ml
Vypoétené mnozstvi Fraxiparinu bylo ieakno fyziologickym roztokem na
pozZadovanou koncentraci.

Priprava protamin hydrochloridu o koncentraci 0,14Q8nl
Vypocétené mnoZstvi protaminu  bylo ieakno fyziologickym roztokem na
pozadovanou koncentraci.

Priprava vzorku pro HPLC-MS

36



K 50ul plasmy bylo pidano 20@l methanolu pro vysrazeni plazmatickych proiein
Vzorek byl poté 20 sekund ptepavan na vortexu a naslédramrazen § -65°C na 1
hodinu. Nasledovalo 5 minut centrifugace rychlodtd OOORPM. Ke 15d
supernatantu bylofglano 2@l vnitiniho standardu RIV-D4 a taktdipraveny vzorek

byl do doby analyzy zamrazeii 20°C.

3.5 Metodika

Princip stanoveni antikoagulancii metodami TGA tangveni anti-Xa aktivity je
popsan v teoretickéasti, kapitola 2.4.1.

HPLC podminky msieni shrnuje Tabulka V.

PFistroj lonex Ultima 3000RS (Thermo Scientific Inc., USA)
Kolona Polarit 3 C18-A @m (50 x 2,0 mm, Agilent Technologies)
Mobilni faze A: 95% NHCOOH | Gradient Cas | %A | %B
(25mM) + 5% AcCN 0 85 15
B: 5% NH,COOH 0,5 85 15
(25mM) + 95% 1 0 100
AcCN 19 [0 [ 100
2 85 15
2,71 | 85 15
Teplota kolony [°C] | 40°C Priitok [ml.min 7] 0,4
Objem nastriku [pl] | 5 Tlak [bar] 60-110
Doba analyzy [min] | 2,71 Podminky ekvilibrace | 0,5 min, 15%B,
0,4ml.min*

Podminky iontoveého zdroje shrnuje Tabulka VI.

lontovy zdroj Turbo Spray lon Drive

CUR 35,0 psi GS2 40,0 psi
CAD 0 psi TEM 400,0 °C

IS 5500,0 V Typ skenu MRM

GS1 4,0 psi Polarita pozitivni mdd

Podminky sbru spektrometrickych dat shrnuje Tabulka VII.

MRM p rechody | Dwell time | Analyt DP |EP |CE |CXP
[m/z] [min] (VI [V IV V]
460,063-199,100 | 20 Apixaban | 196 10 53 8
460,063-185,100 | 20 Apixaban | 196 10 55 12
441,054-144,900| 20 Rivaroxaban D4 | 166 10 35 10
441,054-146,000| 20 Rivaroxaban D4 lI 166 10 35 10
437,196-144,900 | 20 Rivaroxaban | 51 10 41 16
437,196-146,000 | 20 Rivaroxaban Il 51 10 41 12
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4. Vysledky a diskuze

4.1TGA

Metodika TGA byla nakalibrovana v rozsahu 0 — 482/min. s pomoci standardu
trombinu o koncentraci 432 nM a jebexkni (2x, 10x a 100x).

Déle byla stanovena opakovatelnost se standardemoxabanu o koncentraci 144,3
ng/ml a apixabanu o koncentraci 307,2 ng/ml a réykovatelnost se standardy rivaroxabanu

o koncentracich 288,6 a 72,15 ng/ml a apixabanonadntracich 307,2 a 130,4 ng/ml.

[RFU / min] ¥t
200,00

180,00
160,00
140,00
120,00
100,00
20,00
&0,00
40,00

20,00

0,00 »
a,00 50,00 100,00 140,00 200,00 240,00 300,00 350,00 400,00 [ni]

Obrazek 13: Kalibraéni kiivka TGA metody - standard trombinu

4.1.1 Opakovatelnost néiFeni
Vramci tohoto experimentu bylo provedenoérani plazmy pacienta bez
antikoagulani I&by, kalibratoru rivaroxabanu o koncentraci 144,3miga kalibratoru

apixabanu o koncentraci 307,2 ng/nilk 10x za sebou.
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TGA u zdravého pacienta bez antikoaguléni 1é&¢by

tLag (min) tPeak (min) Peak (nM) AUC (nM)
1 3,8 7,8 198 1856,2
2 4 7,9 198,9 1874,7
3 4,1 8,2 195,3 1850,7
4 4,2 8,4 196,9 1828,1
5 3,9 8,1 198,6 1853
6 4 8,1 207,2 1879,6
7 4,2 8,1 206,8 1885,5
8 4,1 8,1 204,4 1877,3
9 3,9 8,1 208,8 1883,6
10 4 8 202,4 1875,9
Pramér 4,0 8,1 201,7 1866,5
Smérodatna odchylka 0,1 0,1 4,8 18,6
CVv (3,2%) (2,0%) (2,4 %) (1,0%)
Rivaroxaban, 144,3 ng/ml

tLag (min) tPeak (min) Peak (nM) AUC (nM)
1 4,6 17,1 31,4 656,9
2 4,6 16,3 30,1 628,3
3 4,8 17,5 29,3 624,2
4 4 16,8 34,5 697,9
5 4,6 17,6 30,5 641
6 3,1 11,2 64,6 932,3
7 5,2 16,7 28,7 614,1
8 4,8 16,6 30 639,5
9 5,2 20 22,7 521,2
10 4,4 18,6 27,5 596,7
Pramér 4,7 17,5 29,4 624,4
Smérodatna odchylka 0,4 1,2 3,2 48,1
CcVv (8,3%) (6,7%) (10,8%) (7,7%)
Apixaban, 307,2 ng/ml

tLag (min) tPeak (min) Peak (nM) AUC (nM)
1 4,3 19 15,9 435,9
2 2,9 18 16,3 439,9
3 4,3 19,5 16,2 438,5
4 4,2 19,4 16,6 441,1
5 4,2 20,1 17,2 447,9
6 4,3 18,5 16,5 4441
7 4,3 18 17,4 445,8
8 4,8 18,8 18,6 453,5
9 4,4 18,7 18,5 467,4
10 4,2 19 20,8 524,2
Pramér 4,2 18,9 17,4 453,8
Smérodatna odchylka 0,5 0,7 15 24,3
CcVv (11,7%) (3,5%) (8,7%) (5,4%)

Vysledky nefeni ukazuji, Ze opakovatelnost metody je dobraujagkazmy pacienta
bez antikoagukani l&by, tak u plazmy obsahujici rivaroxabatiipp apixaban. Je patrné, Ze

vétSi odchylky v jednotlivych gtenich se vyskytuji u vzotks antikoaguléni l&bou, @i niz
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je inhibovana generace trombinu a jeho koncentijgcdak niZzSi nez u plazmy bez
antikoagulani 1&by. Jako nejvhodjSi parametr TGA z hlediska opakovatelnosti metsely

ukazuje tPeak pro @éhbéciva, ktery vykazuje nejmensi variabilitu.

4.1.2 Reprodukovatelnost réieni
Bylo provedeno sedm dfeni kalibratoru rivaroxabanu o koncentraci 72,15mam
kalibratoru apixabanu o koncentraci 130,4 ng/mlywptnou tydg. Mezitim byla plazma

zamrazenaip-20°C.

Rivaroxaban, 288,6 ng/ml

tLag (min) tPeak (min) | Peak (nM) AUC (nM)

1 4,1 211 23 696,4
2 3,4 11,8 15,5 346,2
3 7,9 45,5 7,1 189,2
4 8 29,2 8,3 202,8
5 5,8 12,1 50 1138,1
6 6 12,6 41,1 1039,5
7 9,4 21,6 23,1 648,6
Pramér 6,4 22 24,0 608,7
Smeérodatna odchylka | 2,2 12,2 16,2 384,0
(34,3%) (55,6%) (67,5%) (63,1%)

Apixaban, 130,4 ng/ml

tLag (min) tPeak (min) | Peak (nM) AUC (nM)

1 4.4 10,2 94,6 1615,9
2 2,8 6,4 80,6 871,4
3 3,1 6,4 140,8 1293,5
4 3,1 6,3 146,7 1301,3
5 3,7 6,9 334,6 25529
6 3,5 6,6 310,3 2485,8
7 3,7 6,8 311,1 2435,2
Pramér 3,5 7,1 202,7 1793,7
Smérodatna odchylka | 0,5 1,4 111,3 688,2
(15,3%) (19,6%) (54,9%) (38,4%)

V pripact reprodukovatelnosti siieni |ze pozorovat&tsi odchylky, nez jak tomu bylo
v pripact opakovatelnosti. Dvodem &chto rozdii mohou byt jednakizné reagencie pro
jednotliva ngfeni a také vliv zamrazeni vzorku. Ten hy@Sen v mé bakalské praci
.MoZnosti detekce neéfmych inhibitofi trombinu“, v niz bylo prokazano, ze uz jedno
zamrazeni vzorku ma na vysledky TGA vliv. Idedalrotp je, pokud je vzorek &en ihned po
odebrani, fipadreé po jednom zamrazeni. MifrvétSi odchylky Ize ot pozorovat u vysSich

koncentraci antikoagulancia, tedy u nizSi konceetr&rombinu. Jako nejlepSi parametr
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z hlediska reprodukovatelnosti metody se i v topitpac ukazuje tLag vykazujici nejmensi

variabilitu.

4.1.3 Kalibrace
Pro toto mdfeni bylo vyuZito komemich Kkalibr&nich roztok rivaroxabanu

(koncentrace 18,0-36,1-72,2-144,3-288,6 ng/ml) iaadganu (koncentrace 38,4-76,8-153,6-
307,2 ng/ml) a byla sledovana zavislost jednotlivyparamett TGA na koncentraci

antikoagulancia v plazén
Nésledujici tabulka shrnuje koeficienty determa& pro jednotlivé parametry TGA

pro ol® antikoagulancia.

Koeficient determinace

Rivaroxaban Apixaban
tLag 0,8179 0,9490
tPeak 0,9469 0,7602
Peak 0,7930 0,7312
AUC 0,9271 0,8439

Jako nejvhod¥jSi parametr TGA z hlediska korelace s koncentnagaroxabanu
v plazne se ukazuje tPeak s nejvyssim koeficientem detexwsinNasledujici graf znazoge

zavislost tPeak na koncentraci rivaroxabanu.

tPeak =f(c)

24
22 - .

20 +

y = 0,0613x + 12,43
R? = 0,9469

18

16 -

tPeak (min)

14

12

10 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Koncentrace (ng/ml)
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Jako nejvhodjSi parametr TGA z hlediska korelace s koncentrapixabanu
v plazme se ukazuje tLag s nejvysSim koeficientem deterc@n&lasledujici graf znazasje

zavislost tLag na koncentraci apixabanu.

tLag =f(c)
5 _
4,5 -
z 4 y = 0,0051x + 3,113
£ R? = 0,949
&
8 35
*
3 _
2,5 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

Koncentrace (ng/ml)

4.2 Korelace metod stanoveni xaban

Tato ¢ast experimentalnfasti koreluje iti metody stanoveni xabarv plazng - jako
refereni metoda byla pouzita HPLC-MS/IMS, jejiz vysledkylybkorelovany s vysledky
piimého stanoveni koncentrace xalbanplazne s vyuzitim metody anti-Xa stanoveni a

negimeho stanoveni xabametodou TGA.

4.2.1 Rivaroxaban
Bylo sledovano 63 pacieints antikoaguléni I&Ebou rivaroxabanem, z toho 20iau a
43 Zen, nejmladsi pacient byl narozen roku 199jktardi 1923. Vysledky vSech iméieni

jsou uvedeny v floze |. Nasledujici tabulka uvadi zakladni statigt parametry souboru.

tLag tPeak |Peak |VI AUC Koncentracg Koncentrace
(anti-Xa) (HPLC)
Prameér 6,0 17,9 93,6 14,4 1553,4 124,5 134,7
Median 5,8 17,0 66,1 5,2 1559,9 97,2 91,5
Sm.odchylka 1,7 6,2 93,1 30,3 7949 85,3 131,4
Maximum 12,3 35,3 532,3 196,3 3310,8 445,6 540,0
Minimum 29 5,6 10,6 0,8 206,8 27,8 15,2
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Kalibracni kiivka rivaroxabanu pro HPLC-MS/MS stanoveni

Kalibra éni kfivka RIVAROXABAN

600

500 -

y = 1,1221x - 6,7025
R? = 0,9989

400 -

300 -

200 -

Koncentrace rivaroxabanu
(HPLC, ng/ml)

0 100 200 300 400 500 600

Koncentrace standardu rivaroxabanu (ng/ml)

Korelani grafy - parametry TGA (tLag, tPeak, Peak, AUC) kancentrace
rivaroxabanu stanovena metodou anti-Xa jako furkmecentrace rivaroxabanu stanovena
HPLC-MS/MS.

tLag = f(koncentrace)

14

=
E
{@)]
©
= .

47 ‘0 : P S y = 0,0053x + 5,3294

¢ R2 = 0,1715
2 _
0 ‘ | | | |
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Koncentrace rivaroxabanu (ng/ml)
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tPeak (min)

tPeak = f(koncentrace)

w b
al o
Il

= N N w
(6) o (&) o
L L L L

y = 0,0243x + 14,669
R? = 0,2652

200 300

400 500

Koncentrace rivaroxabanu (ng/ml)
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Peak (nM)

Peak = f(koncentrace)
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AUC = f(koncentrace)

3500
¢ L 2
3000 | ¢ .
’ - -
2500 | §, , V=260 + 19166
 *° R? = 0,1987

0 100 200 300 400 500 600

Koncentrace rivaroxabanu (ng/ml)

Koncentrace (anti-Xa) = f(koncentrace, HPLC)

500
450 - .
400
350 y = 0,5134x + 55,065
300 | R? = 0,7025
250 |
200 |
150 -
100 -

Koncentrace rivaroxabanu (anti
Xa, ng/ml)

0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Koncentrace rivaroxabanu (HPLC, ng/ml)

Hodnoty korela&nich koeficieni pro jednotlivé veliiny udava nasledujici tabulka.
Korelatni koeficient g, nabyva hodnot v intervalu <1,-1>, kdy hodnoty 1lazn&i funkeni

zavislost, hodnota 0 nulovou korelaci.
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Korelaini koeficient gy

Mira korelace

tLag 0,41 mirna
tPeak 0,09 zadna
Peak -0,35 mirna
VI -0,24 Zzadna
AUC 0,45 mirna
Koncentrace (Anti-Xa) 0,84 Esna

Byly korelovany metody TGA a stanoveni anti-Xaiaky vaci HPLC, ktera byla

zvolena jako referemi metoda. Z korelai analyzy vyplyva, Ze vyznamna korelace existuje

pouze mezi HPLC a stanovenim anti-Xa aktivity. Zapaetti TGA vykazuji mirnou korelaci

tLag, Peak a AUC, nicméntyto parametry nelze vyuZit ke kvantifikaci rivaadbanu

v plazne, jelikoZz nezname jejich gateini hodnoty.

4.2.2 Apixaban

Bylo sledovano 16 pacieiht antikoaguléni lébou apixabanem, z toho 1liku a 5

Zen, nejmladsi pacient byl narozen roku 1972, ag§st1919. Vysledky vSech méieni jsou

uvedeny v Hloze Il. Nasledujici tabulka uvadi zakladni stati® parametry souboru.

tLag tPeak | Peak | VI AUC Koncentrace | Koncentrace
(anti-Xa) (HPLC)
Prumér 4.9 11,8 166,5 36,3 2005,6 176,6 209,5
Median 5,0 11,4 141,8 211 2254,0 144,6 155,0
Sm.odchylka| 0,7 3,5 111,8 36,7 693,4 123,6 141.,4
Maximum 6,3 19,5 407,9 123,2 2998,8 519,8 505,0
Minimum 3,5 7,0 33,8 2,5 829,1 54,9 17,9

Kalibrani kiivka apixabanu pro HPLC-MS/MS stanoveni
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Kalibra éni k fivka APIXABAN

600
G 500 -
o
z 400
=
8 =~ 300 -
g £ y = 1,0987x - 5,2798
3 2 200 R2 = 0,9994
[}
Q
g 100 -
c
3
g 0 T T T T T
X< D 100 200 300 400 500 600

-100

Koncentrace standardu apixabanu (ng/ml)

Korelani grafy - parametry TGA (tLag, tPeak, Peak, AUMQoacentrace apixabanu
stanovend metodou anti-Xa jako funkce koncentrppebanu stanovend HPLC-MS/MS.

tLag = f(koncentrace)
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tPeak (min)

tPeak = f(koncentrace)

y = 0,017x + 8,2105
R? = 0,4656

Koncentrace apixabanu (ng/ml)

5 T T T T T
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X
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AUC = f(koncentrace)
3500
3000 - .
L
2500 -
s . *
= 2000 | y = -3,736x + 2788,3
§ R? = 0,5803
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*
1000 - ¢
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Koncentrace apixabanu (ng/ml)
Koncentrace (anti-Xa) = f(koncentrace, HPLC)
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€ 300 -
S
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& 200 -
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8
2 100 -
o
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Hodnoty korelanich koeficieni pro jednotlivé veliiny udava nasledujici tabulka.

Korelaéni koeficient ryy Mira korelace
tLag 0,65 tsna
tPeak 0,68 gsna
Peak -0,63 mirna
Vi -0,52 mirna
AUC -0,76 gsna
Koncentrace (Anti-Xa) 0,83 tsna
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Byly korelovdny metody stanoveni apixabanu - TGgtanoveni anti-Xa aktivitydgi
referedni metod¢ HPLC. Z korelé&ni analyzy vyplyva, Ze neégrejSi shoda existuje mezi
HPLC a stanovenim anti-Xa aktivity. Vyznamna koceldyla ale prokdzana i mezi HPLC a
ttemi parametry TGA - tLag, tPeak a AUC. U zbylychgmaeti TGA (VI, Peak) byla potom

korelace mirna.

4.3 Vliv interferujicich latek na jednotliva stanowveni

Byl sledovén vliv nizkomolekularnich hepdrina vysledky TGA a stanoveni anti-
Xa aktivity. Ke kalibratoiim rivaroxabanu a apixabanu bykigan LMWH s finalni
koncentraci 0,11U a 0,2IU. Nasletdrbyl pfidan protamin chlorid, jakoZto specifické
antidotum pro LMWH. Vysledky vSechdteni jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach.

Kalibrator RIVAROXABAN
tLag tPeak Peak Vi AUC Anti-Xa
[min] [min] [nM] [NM/min] | [nMmin] [ng/ml]
el 4,3 8,5 270,1 64,1 2212,6 77,2
(Ong/ml)
Cal2
(48,3ng/ml) 5,4 11,5 134,7 22,0 1792,1 119,1
Cal3
(101,3ng/ml) 6,1 15,2 96,3 10,6 1733,7 145,1
Cal4
(199,2ng/mp)|  ** 16,7 785 7,2 1606,9 216,4
Cals
(433,3ng/ml) 8,1 20,6 49,0 3,9 1158,9 495,9
Kalibrator RIVAROXABANU + 0,1IU LMWH
el 4.5 9,5 166,7 33,3 17245 133,5
(Ong/ml)
Cal2
(48,3ng/ml) 5,2 12,9 83,5 10,8 1391,5 165,8
Cal3
(101,3ng/ml) 5,1 14,3 69,8 7,6 1356,0 220,2
Cal4
(199,2ng/ml)| 1 14,8 64,2 6,6 1350,8 259,5
Cals
(433,3ng/ml) 7,0 19,7 44,7 3,5 1052,5 503,8
Kalibrator RIVAROXABANU + 0,1 IU LMWH + protamin ch lorid
el 4,6 8,9 250,5 58,1 2176,7 98,1
(Ong/ml)
Cal2 4,9 12,2 117,5 16,1 1698,6 149,2
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(48,3ng/ml)

Cal3

(101,3ng/ml) 5,1 16,2 76,2 6,8 1520,0 198,0
Cal4

(199,2ng/ml) 5,6 15,9 70,0 6,8 1503,5 249,8
Cal5

(433,3ng/ml) 7,9 20,5 42,6 34 1050,8 503,1
Kalibrator RIVAROXABANU + 0,2 IU LMWH

Call 4,0 8,0 299,3 74,7 2292,5 228,0
(Ong/ml)

Cal2

(48,3ng/ml) 4,6 10,4 146,4 25,1 1861,1 299,6
Cal3

(101,3ng/ml) 5,7 14,6 116,4 13,0 1957,9 394,7
Cal4

(199,2ng/ml) 5,9 14,8 90,6 10,1 1744,3 330,7
Cal5

(433,3ng/ml) 7,4 20,6 55,3 4,2 1223,8 520,7

Kalibrator APIXABANU

tLag tPeak Peak Vi AUC Anti-Xa
[min] [min] [nM] [NM/min] | [nMmin] [ng/ml]
Call 5,4 12,7 137,9 18,8 1944,8 49,1
(Ong/mol)
Cal2
(64,4ng/mol) 6,6 16,9 56,6 5,5 1391,2 96,8
Cal3
(215,9ng/mol) 7,8 25,5 27,5 1,5 848,4 232,2
Cald
(433,0ng/mol) 8,4 24,3 25,5 1,6 767,4 451,3
Cal5
(623,5ng/mol)|  %° 258 21,1 1,2 633,9 701,2
Kalibrator APIXABANU + 0,11U LMWH
S 4,6 12,1 118,8 15,8 17825 152,2
(Ong/mol)
Cal2
(64,4ng/mol) 5,7 15,2 53,0 5,0 1335,2 227,0
Cal3
(215,9ng/mol) 5,2 24,7 27,9 1,4 868,4 307,6
Cald
(433,0ngimol)| "’ 23,6 21,6 1,4 662,3 553,5
Cal5
(623,5ng/mol)|  %* 29,5 19,2 0.9 567,9 737,5
Kalibrator APIXABANU + 0,1 IU LMWH + protamin chlor id
cell 5,0 12,7 129,1 16,7 1875,5 109,5
(Ong/mol)
Cal2 54 16,4 53,4 4,8 1325,1 121,7

51




(64,4ng/mol)

Cal3

(215,9ng/mol) 5,5 24,1 27,1 1,5 819,8 250,4
Cal4

(433,0ng/mol) 7,7 21,7 21,1 1,5 636,7 469,9
Cal5

(6235ng/mol) 27 29,7 17,7 0,8 511,3 728,7
Kalibrator APIXABANU + 0,2IU LMWH

call 5,0 13,0 47,6 5,9 998,7 170,1
(Ong/mol)

Cal2

(64,4ng/mol) 2,4 23,8 20,2 0,9 614,7 246,1
Cal3

(215,9ng/imol)|  >? 42,5 9,8 0,2 254,3 374,8
Cal4

(433,0ng/mol) 7,5 37,9 12,0 0,4 297,0 475,0
Cal5

(623,5ngimol)| > 39,2 5,2 0,2 97,6 722.8

S pidavkem LMWH nedoSlo ani u jednoho z téténetr k zadné zné parametit
tLag a tPeak, u paramétPeak a AUC bylo vifjpad koncentrace LMWH 0,11U mozno
pozorovat mirny pokles, u koncentrace 0,2I1U poki&si. Ridavek protamin chloridu ke
vzorkim obsahujicim 0,1IlU LMWH znamenal témiplnou inhibici jeho vlivu, zatimco u
koncentrace 0,2IlU LMWH doSlo jen dast&né inhibici. Vliv pfitomnosti LMWH na

trombinogram xabanu znazwiji nasledujici grafy.
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V pripadt stanoveni anti-Xa aktivity bylo moZno pozorovatzmgmny naist
namérené koncentrace, ktery bylo &@pmozno u koncentrace LMWN 0,1ldast&ne
eliminovat gidavkem protamin chloridu. Nasledujici grafy zndzgir posun kalibrénich
kiivek po gidavku 0,11U LMWH a protamin chloridu.

Vliv interferujicich latek na stanoveni rivaroxaban u
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V obou gipadech platilo, Ze nést zpisobeny pidavkem LMWH byl o to ¥tSi, ¢im
nizsi byla koncentrace NOAC v plagm
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5. Zawér

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo porovnankorelaceif moznych metod
stanoveni xabanv plaznt.

Prvni metodou byl Trombin genérd test (TGA), ktery je néfmou metodou
stanoveni a nabizi komplexni pohled na funkci ktmgi kaskady. Metodou druhou je
stanoveni anti-Xa aktivity. Jedna se o chromogeneiodu pimého stanoveni koncentrace
antikoagulancia v plazén Metodou fteti, ktera byla zvolena jako metoda reférdn je
HPLC-MS/MS.

K porovnéani jednotlivych metod lzefigtoupit z iznych hledisek. Nejdostupisi
Zz metod je stanoveni anti-Xa aktivity, jedna seaitinni test ¥tSiny koagul&nich laboratdi,
ktery Ize vyuzit pro itzna antikoagulancia (ve spojeni s vhodnymi kaldmdt nejmés
dostupnou metodou je potom HPLC-MS/MS, kterd je éloou zejména vyzkumnych
pracovi§. Finartné nejnar@néjSi metodou je HPLC-MS/MS, tauZz jsou uvazovany
porizovaci¢i provozni naklady. DalSi je hlediskasové narénosti. TGA ngieni trva okolo
jedné hodiny nezavisle na §ia vzorki, doba néfeni anti-Xa aktivity jefadow v minutach
dle patu vzorki, délka jedné HPLC analyzy je asi 3 minuty, nichede je nutno brat
v Gvahu také ekvilibraci ifistroje a proréeni blanku. S tim spojené jsou i poZzadavky na
piiprava vzorku - negtSi poZzadavky naipdupravu vzorku klade HPLC-MS/MS, kdy se
meii deproteinovana plazma spikovana deuterovanyndatdem, TGA a stanoveni anti-Xa

aktivity probih& pimo z krevni plazmy.

cas cena dostupnost naroénost specifita
Anti-Xa nenargna @ijatelna dostupna jednoducha nizka
TGA nenargna @ijatelna dostupna jednoducha nizka
casow . vyzkumna Lo .
HPLC NArana vysoka Dracovist narana vysoka

V prvotnich experimentech byly metody TGA a stawv anti-Xa aktivity
nakalibrovany pro rivaroxaban v koncertrtam rozsahu 18,0-288,6 ng/ml a pro apixaban
vrozsahu 38,4-307,2 ng/ml a posléze byla posuzovésbustnost metod z pohledu
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. NizSi variakoeficienty a tedy lepSi robustnost
vykazuje stanoveni anti-Xa aktivity (do 3%). U HRMS/MS nebyla opakovatelnost a

reprodukovatelnost stanovovana, nicthénvariaéni  koeficienty opakovatelnosti a
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reprodukovatelnosti pro obdobnou analyzu (analymanosupresiv) prov@&dou na stejném
pracovisti a na stejnéntiptroji se pohybovali do 4%.

K posouzeni korelace jednotlivych metod byly péenmy dva soubory pacient-
jeden pro rivaroxaban (n=63), druhy pro apixabaril@). Jednotlivé vzorky byly progheny
vSemi femi metodami a ziskané vysledky byly nasteklorelovany wici HPLC-MS/MS.

Z korel&ni analyzy pro rivaroxaban vyplynulo, Ze stanovenii-Xa aktivity je
vhodrgjSi metodou pro stanoveni tohoto antikoagulanciplazne, jelikoz korel&ni
koeficient (ky = 0,84) byl dvojnasolinvyssi nez koretani koeficienty jednotlivych paramétr
TGA. U téchto parametr se povedlo prokadzat mirnou korelaci s koncentriaeiroxabanu
v plazn® u hodnot tLagrx, = 0,41), Peak § = -0,35) a AUC (f, = 0,45), nicméa jelikoz
nezname fivodni hodnoty dchto parametr, nelze je vyuzit ke kvantifikaci rivaroxabanu. U
zbylych paramefr TGA (tPeak, % = 0,09; VI, g, = -0,24) nebyla neprokazana korelace
zadna.

V piipadt apixabanu byla rowZ prokazana vyznamna korelace u stanoveni anti-Xa
aktivity (korelani koeficient g, = 0,83) a tato metoda takize byt rutind vyuzivana pro
stanoveni apixabanu v plagmTésna korelace byla u apixabanu prokazana ¢kgenymi
parametry TGA, konkrétntLag (r«, = 0,65), tPeak { = 0,68) a AUC (t, = 0,76), se zbylymi
parametry byla prokazana korelace mirna (Pegks 0,63; VI, gy = -0,52). Ani v tomto
piipadt vSak nejsou znamy hodnot§chto parametr pired zapdetim antikoaguléni I&by a
tak nemohou byt vyuZity pro stanoveni apixabanlazms.

Uvazujeme-li vhodnost jednotlivych metod z pohledierferenci, nejlepSi volbou se
ukazuje HPLC-MS/MS, kdy LMWH (interferent xahgnvysledky neovliviuje wibec.
Porovname-li viv LMWH na TGA a stanoveni anti-X&tigity, méné byly ovlivnény
vysledky TGA (vyznané zsmy aZ u vySSi koncentrace LMWH).

Zawkrem lze konstatovat, Ze ¥ipadt poteby monitorace antikoagulai |&by
xabany, Ize pro jejich stanoveni optimélyuzit metodu chromogenniho stanoveni anti-Xa
aktivity, kterd poskytuje dostates presné vysledky. Z vysledkexperimentu zabyvajiciho se
studiem vlivu interferujicich latek (LMWH) ovSem pyva, Ze pi pritomnosti
nizkomolekularnich heparirmohou byt vysledky stanoveni anti-Xa aktivity nadhoceny a
neposkytnou takigsnou informaci o koncentraci xabanu v plazmiv LMWH lze casté&ne
eliminovat neutralizaci protamin chloridem, kteryiza byt gidavan spoléné s reagencii

k testované plazen V pripad znmeny mefenych paramelr po @idani protamin chloridu
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muZzeme konstatovat, Ze stanoveni xdbge ovlivniéno pitomnosti LMWH. BohuZel
protamin chlorid za &nych podminek inhibuje vliiv LMWH pouz&ste&né. TudiZ jej nelze

pouzit pro plné odstr&ni interference LMWH.
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7. Seznam pouzitych zkratek a symbdl

- ACS - akutni koronarni syndrom

- ACT - aktivovany srazecias

- ADP - adenosindifosfat

- APCI - chemicka ionizace za atmosférického tlaku
- APPI - fotoionizace za atmosférického tlaku

- APTT - aktivovany parcialni tromboplastinovss
- AUC - area under curve (plocha paavkou)

- CAD - kolizni plyn

- CE - kolizni energie

- CLcr - clearance kreatininu

- CXP - vystupni potencial kolizni cely

- CYP - cytochrom P450

- DIC - diseminovana intravaskularni koagulace
- DP - deklasterizani pitencial

- dTT - dilutovany trombinovyas

- DVT - hluboka Zilni trombdéza

- ECT - ekarinovy koagutai ¢cas

- EDTA - kyselina ethylendiaminotetraoctova

- EP - vstupni potencial

- ESI - ionizace elektrosprejem

-F__ - srazeci faktor __

- GS1 - zmlzovaci plyn

- GS2 - susici plyn

- HIT - heparinem indukovana trombocytopenie
- HIV - virus lidské imunitni nedostateosti

- HPLC-MS - vysokotinna kapalinova chromatografie-hmotnostni spekttome
- INR - mezinarodni normalizovany pém

- IS - naggti na vstupni kapii@

- ISI - mezinarodni index citlivosti

- LMWH - nizkomolekularni hepariny

- MRM - multiple reaction monitoring
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- NOAC - nova oralni antikoagulancia

- PE - plicni embolismus

- PT - protrombinovyas

- TEM - teplota zmlzujiciho plynu

- TF - tk&ovy faktor

- TGA - trombin generai test

- TFPI - inhibitor tk&ového faktoru

- t-Pa - aktivator tké&ového plazminogenu

- TT - trombinovycas

- UFH - nefrakcionovany heparin

- u-Pa - aktivator tkidoveho plazminogenu urokinasoveho typu
- US FDA - US Food and Drug Administration (Ustaw gontrolu potravin a év)
- VI - velocity index (rychlostni index)

- VKA - antagonisté vitaminu K

- VTE - Zilni tromboembolismus

- VWF - von Willebrandv faktor
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