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1. Uvod

Hemostéaza je soubor reakci zajistujicich odpoveéd’ organismu na poranéni cévy, kterad
vedou k uzavieni mista poskozeni krevni srazeninou. Toto uzavieni poskozeného mista nas
chrani pred krevni ztratou. Hlavnimi slozkami hemostazy jsou cévni sténa, aktivujici tkanovy
faktor, trombocyty, které jsou zdrojem fosfolipidl v koagulacnich dé&jich, a plazmaticky
koagula¢ni systém. Sklada se z n¢kolika navazujicich déju - reakce cév, ¢innosti krevnich

destic¢ek a hemokoagulace. Kli¢ovou roli v procesu krevniho srazeni hraje trombin.

2. Teoreticka cast

2.1 Hemostaza

Hemostaza zahrnuje fadu regulovanych procest, které sméfuji k zastaveé krvaceni
vytvofenim trombinu a fibrinového koagula a posléze k rozpusténi (lyze) fibrinového
koagula. (Slechtova, 2007)

Pro homeostazu je nezbytné zachovani krve v krevnim fe¢isti v nativnim stavu. Pti
poskozeni cévy nastupuji okamzité hemostatické procesy, které¢ vedou k uzavieni cévni stény.
Tekuta krev se pomoci hemostatickych déji preméni na krevni srazeninu, ktera je po urcité
dobé rozpousténa fibrinolytickym systémem, coz vede az k obnoveni cévniho fecisté
V pivodnim stavu.

Z ¢asového hlediska rozdélujeme hemostazu:

1. Primarni hemostédza

- vazokonstrikce
- adheze a aktivace trombocytl
- agregace trombocytl a vytvotfeni primarni fibrinové zatky

2. Sekundarni hemostaza (hemokoagulace)

- aktivace srazecich faktord a vytvoreni pevného fibrinového koagula

3. Fibrinolyza

- aktivace fibrinolyzy

- rozpusteéni fibrinového koagula (Slechtova, 2007)

2.1.1 Hemokoagulace



Termin hemokoagulace znamenad srazeni krve zptisobené postupnou aktivaci koagulac¢nich

faktort. Je soucasti hemostazy, kterd brani ztratdm krve pii poskozeni cévy. Klicovou udalosti

hemokoagulace je tvorba nerozpustného fibrinu ptisobenim trombinu, ktery vznika preménou

fibrinogenu. Vytvofeny fibrin spojuje dohromady agregované desticky a vytvaii srazeninu.

Latky, které se uplatiiuji v této kaskade, se nazyvaji koagulaéni faktory.

Coagulation Cascade
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obr.1: koagula¢ni kaskada

Katalyzatorem reakce pfemény fibrinogenu na fibrin je trombin. Dochazi k od$tépeni

fibrinopeptidti (A+B) a vznika monomerni fibrin, ktery polymerizuje a vytvari se fibrinova
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obr. 2: pfeména fibrinogenu na fibrin

Cleavage

Koagula¢ni kaskada je délena na primarni systém aktivace (dfive zvany vné&jsi systém) a
pridatny systém aktivace koagulace (dfive zvany vnitini systém).
Primarni systém aktivace se spousti po vazb¢ faktoru VIla s TF. Vytvoreny komplex se

. . ’ v . « + 10 + . o . r r v
aktivuje za ucasti fosfolipidl a Ca?" iontd za vzniku tetramerniho komplexu zvaného vné;jsi

tenaza. Faktor Xa vstupuje spolu se svym kofaktorem, FVa, destickovymi fosfolipidy a Ca**

do komplexu protrombindzy. Protrombinaza pfeménuje malé mnozstvi protrombinu na
trombin.
Pridatny systém aktivace koagulace se spousti zpétnymi mechanismy. FXa spole¢né se

svym kofaktorem FVa konvertuje v komplexu protrombinazy dostate¢né mnozstvi

protrombinu na trombin. (Slechtova, 2007)

Faktor Nazev
Faktor | Fibrinogen
Faktor 11 Protrombin
Faktor 11 tkanovy tromboplastin
Faktor IV Ca” ionty
Faktor V Proakcelerin
Faktor VI1I Prokonvertin
Faktor V111 hemofilicky faktor
Faktor IX Christmas faktor
Faktor X Stuartiv-Prower faktor
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Faktor XI Plasma Tromboplastin Antecedent
Faktor XI1 Hageman faktor

Faktor XIII fibrin stabilizujici faktor

Faktor XIV protein C

tabulka 1: ptehled koagula¢nich faktord (Matyskova e. al., 1999)

2.1.1.1 Cilené ovlivnéni hemokoagulace
Snizeni hemokoagulace se navozuje pti poruchéch koagulac¢niho systému a pfi prevenci
tromboembolické nemoci dolnich koncetin pted chirurgickymi vykony. V této situaci se
vyuzivaji antikoagulancia - nejéastéji jsou to latky potencujici pfirozené inhibitory (heparin,
rivaroxaban), antagonisté vitaminu K (warfarin) nebo piimé inhibitory (dabigatran).
Zvyseni hemokoagulace je Zadouci pii deficitech koagulacnich faktort, kdy se musi

podavat chybéjici faktory nebo plazma. (wikiskripta.eu)

2.2 Antitrombotické l1éky

Antitrombotika jsou latky, které ovlivituji hemostazu. Antitrombotické 1€ky souvisi
s hyperkoagula¢nimi stavy, které patii mezi nejcastejsi pri¢iny morbidity a mortality
Vv primyslové rozvinutych zemich. Této problematice je vénovana zvysend pozornost.

Antitrombotika se indikuji pacientim s akutni trombotickou komplikaci nebo jako prevence

po prodélané resp. ocekavané trombotické komplikaci. Rozdé€luji se do nékolika skupin podle

mechanizmu piisobeni: (Novotny, 2007)
1. antikoagulancia (obr.¢.3)
2. protidestickové léky
3. trombolytika
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obr. 3: antikoagulancia

2.2.1 Antikoagulancia

Antikoagulancia jsou 1é¢iva, které snizuji srazlivost krve. Pouzivaji se k profylaxi zilni a

nitrosrde¢ni trombo6zy a nasledné embolie. Svym plsobenim blokuji koagulacni faktory. Lze

je rozdélit podle mechanismu u¢inku na:

1. pfima antikoagulancia - inaktivuji samotné koagula¢ni faktory pfitomné v plazmé

2. nepiima antikoagulancia - ovliviiuji koagulacni faktory snizenim jejich tvorby v jatrech

Pfima antikoagulancia inhibuji pfedevsim trombin anebo faktor Xa. Trombin je dulezity

protein v koagulaéni kaskad¢, nebot’ aktivuje fadu koagulacnich faktort a katalyzuje pfeménu

fibrinogenu na fibrin.

(wikiskripta.eu)

AT-
mediated

Fondaparinux
Idraparinux
SSR12517E
SR123781A

NEW ANTICOAGULANTS
Indirect Direct
HCII- Protein C- | Factor [Xa | | Factor Xa l Thrombin
mediated mediated
Odiparcil ART-123 RB006 DX9065a Flovagatran
TTP889 Otamixaban  Pegmusirudin

Apixaban Dabigatran
Rivaroxaban etexilate
LY-517717

tabulka 2: rozdé€leni antikoagulancii

Po tadu let byly podavany hepariny, antagonisté vitaminu K(warfarin) a jiné 1€ky.

V posledni dekadé byla postupné do praxe zavadéna nova antikoagulancia. Jde pfedevsim

o ptimé inhibitory trombinu (dabigatran) a inhibitory faktoru Xa ( rivaroxaban, apixaban).

Nova antikoagulancia se zavadi z divodu mnoha rizikovych faktorii. Mezi tyto faktory patii

interakce warfarinu s jinymi léky, délka antikoagula¢ni 1é€by a individualni vlastnosti

pacienta. Riziko krvaceni je vétsi u véku nad 65 let. Warfarin interaguje s fadou latek (napf.
barbituraty, benzodiazepiny). DalS$imi nevyhodami jsou nedostatecny terapeuticky index a

neschopnost pievést hepariny na peroralni formu.
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Tyto latky byly hodnoceny v klinickych studiich u profylaxe VTE (Zilni tromboembolie) u
pacientl s vysokym rizikem, v prevenci cévni mozkové piihody u fibrilace sini a 1écby
akutnich korondrnich syndromd.

V Ceské republice jsou bézné pouzivany 2 1é¢iva, dabigatran etexilat (PRADAXA),
rivaroxaban (XARELTO) v profylaxi tromboembolické piihody pii nahradach kycelnich a

kolennich kloubd. (J. Gumulec, 2005 ;Interni medicina pro praxi, 2012)
CFVlla @ FiXa |
TF F Villa
@, e &
>
F Va

4(— Factor Xa Inhibitors

i Thrombin Inhibitors
Fibrinogen = Fibrin
obr. 4: mista pasobeni nékterych antikoagulancii

2.3 Primé inhibitory trombinu

Piimé inhibitory trombinu (DTI) fadime mezi pfima antikoagulancia. Jedna se o latky
inhibujici trombin, ktery je kli€ovym enzymem zavére¢nych krokt koagulaéni kaskady. Tyto
inhibitory nevyzaduji jako kofaktor antitrombin. Jsou schopny inaktivovat jak volny, tak i
vazany trombin ve srazening, ¢imz se zabrani pfeméné fibrinogenu na fibrin.

DTI mizeme rozdelit do nékolika skupin dle:

» puavodu:
e piirozené - hirudin
e syntetické - peptidomimetika napodobujici sekvenci fibrinogenu, ktera
reaguji s aktivnim mistem trombinu
» typu vazby:
e reverzibilni - dabigatran
e ireverzibilni

» velikosti molekuly:

14



e polypeptidy - hirudin

e nizkomolekularni inhibitory - argatroban, melagatran, dabigatran
» toho, kde vazou inhibitory trombin

e jednomocné

e Dbivaletni (Postgradualni medicina 2009)

Trombin ma 3 vazebna mista: exosite 1 (vazebné misto pro fibrinogen), exosite 2 (vazebné
misto pro heparin) a aktivni misto. Pro navazani na trombin nepotiebuji jako kofaktor
antitrombin, jako je to u béznych antikoagulancii (nefrakcinovany heparin UFH a LMWH).
Jednomocné DTI se vazou pouze na aktivni misto a sem patii dabigatran a argatroban.

Bivalentni (bivalirudinum a lepirudin), se vaZou jak na aktivni misto, tak na exosite 1

trombinu.
Excaita 2
Active
aite
Excaite 1
[.-f‘

Argatroban Eivaliruclin Lapimudin
Dabigatran

obr. 5: mista navazani inhibitort na trombin

U pacienti uzivajicich antikoagulancia se provadi monitorace G¢inku koagulacnimi testy,
jako soucast klinického hodnoceni nebo pii mimofadné udalosti (selhani 1é¢by). Mezi
indikace patfi primarni prevence Zilni tromboembolie u pacientl po totalni nahrad¢ kyc€elniho
nebo kolenniho kloubu, 1é¢ba akutni zilni tromboembolie (VTE), prevence cévnich
mozkovych ptihod u pacientl s FS, prevence tromboembolie po ndhradach srdec¢nich chlopni.
Konkrétné u fibrilace sini je 5x vétsi riziko cévni mozkové piithody. Pravé témto cévnim
piihodam lze predchézet vhodnou antikoagulacni 1é¢bou, u které se osvedcil novy peroralni

1€k - dabigatran. Pravé pfimy inhibitor trombinu prokazal skvélé vysledky ve srovnani s dobie
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kontrolovanym warfarinem Vv prevenci TEN (trombembolickd nemoc). Pacienti uzivajici
dabigatran také mohli podstoupit zakrok do 48 hodin po ukonceni 1é¢by, coz umoznilo kratsi
preruseni ochrany pied tromboembolickymi komplikacemi, nez je tomu u warfarinu.
(Boehringer Ingelheim 2012)
U provadénych testli mize byt vyrazné ovlivnéna hladina fibrinogenu, protrombinovy ¢as
(PT), aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT), trombinovy ¢as (TT). Pacienti
uzivajici pfimé inhibitory trombinu mohou mit prodlouzeny aPTT anebo PT a nizkou hladinu

fibrinogenu.

2.4 Dabigatran

Patii mezi nova antikoagulancia, kterd jsou indikovana v prevenci VTE po elektivni
nahrad¢ kolenniho a ky¢elniho kloubu. V EU byl schvalen jiz v roce 2008. Dabigatran
(PRADAXA) je peroralni reverzibilni ptfimy inhibitor trombinu.

2.4.1 Sloucenina chemicky

Dabigatran je trisubstituovany derivat benzimidazolu s benzamidovou skupinou tvofici
solny mustek s karboxylem aspartatového zbytku enzymu Asp 189 a obsahuje také
karboxylovou kyselinu.

Dvojité prolécivo, dabigatran etexilat, bylo vytvoreno derivatizaci z amidinového zbytku
na karbamatovy ester a z karboxylatu na esterovou skupinu. Ob¢ polarni skupiny jsou

obnoveny in vivo hydrolytickym St€penim.

2.4.1.1 Syntéza

Reakci karboxylové kyseliny (2) s thionylchloridem se ziska odpovidajici chlorid kyseliny
(3). Uprava tohoto meziproduktu se substituovanym pyridinylaminem (1) vede k amidu (4).
Katalytickou hydrogenaci produktu se zredukuje nitro skupina na primarni amin(5).
Kondenzaci ortho diaminu s karboxylovou kyselinou (6) v ptitomnosti karbonyldiimidazolu
se vytvori imidazolovy kruh (7). Tato reakce probiha pies amid vytvofeny z primarniho
aminu naslednym nahrazenim amidového karbonylového kysliku sousedniho aminu. Reakce
produktu s uhli¢itanem amonnym vede K ptidani amoniaku na nitril za vzniku amidinu.
Zmydelnénim postranniho fetézce kyseliny se ziska inhibitor trombinu, dabigatran (8).

(The Organic Chemistry of Drug Synthesis, 2007)
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obr. 6: syntéza dabigatranu

2.4.2 Farmakokinetika

Dabigatran je podavan jako prolécivo - dabigatran etexilat, ktery se enzymatickou
pfeménou (hydrolytické Stépeni katalyzované esterazou) po absorpci v gastrointestinalnim
traktu méni na aktivni metabolit. Biologick4 pfeména zacind ve sttevé€, do portalni Zily
vstupuje prolécivo i1 €inna latka. V jatrech je pfeména dokoncena. Pfeména na dabigatran

zahrnuje hydrolyzu 2 funkénich skupin: ethylester a etexilat skupiny. K dispozici jsou 2

'\'
| \ pr, NH o | ).—\ —
N ; y ™\ ! ) 7\ I\
I /'Nf._\;}_' r/ HN—ﬂ/ X 2. NaOH A, N NN M N'—/ J—CN

prechodné metabolity v zavislosti na tom, ktera ze skupin je diive hydrolyzovana. Biologicka

dostupnost dabigatranu (etexilatu) je kolem 4%. (Maly 2008)

Maximalni koncentrace v plazmé je dosahovéna do 2 hodin. Nejcastéji je vyluCovan
ledvinami, pficemz asi 80% z intravenozni davky se vylu€uje v nezménéné podobé moci a
zbytek (acylglukoronidy) je vylu¢ovan zluéi. Polocas 1é¢iva je 12-17 hodin.

(Bendel et al., 2011)
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obr. 7: farmakokinetika 1éku

Vyhodou je, Ze neni metabolizovan isoenzymy cytochromového systému ani
transferazami, z tohoto divodu vysledné riziko Iékovych a potravinovych interakci je
relativné malé. Dabigatran podléha konjugaci s kyselinou glukuronovou, ktera se v téle
nachazi jako endogenni substrat. Konjugaci dochazi ke vzniku 4 farmakologicky u¢innych
acyl glukuronidd, které jsou polarnéjsi nez samotny dabigatran. Vznikaji 4 polohové isomery,
1-0, O-2, 3-0O-a 4-O-acylglukuronid, kazdému z nich pfipada mén¢ nez 10% z celkového
mnozstvi dabigatranu v plazmg. (AusPAR 2011)

Nevyhodou u ptimého inhibitoru trombinu je nedostupnost antidota, pfi vyskytu krvaceni
je nutno vyckat odeznéni ucinku, poté provést substituci plazmy ¢i podat rekombinantni

koagulaéni faktor VIIa (NOVOSEVEN inj.). (Farmakoterapeutické informace 2011)

2.4.3 Mechanismus u€inku

Cilem dabigatranu je trombin (serinova proteaza), ktery katalyzuje v koagula¢ni kaskade
tvorbu fibrinu z fibrinogenu. Specificka a cilena inhibice ma za nasledek zabranéni tvorby
krevni srazeniny. Dabigatran inhihuje jak volny trombin,tak trombin navazany na fibrin a

trombinem navozenou agregaci krevnich desticek.
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Dabigatran je mala molekula, ktera se vaze reverzibilné na aktivni enzymatické misto
trombinu.

Pomoci X-ray konstrukce se ur¢il model navazani dabigatranu do komplexu s trombinem.
Amidinova skupina interaguje s Asp189 pies dvojvazny solny mistek, centralni templat je
vazan na trombin hydrofobni interakci s S2 kapsou, pyridinovy kruh je umistén mezi Leu99 a
llel74 v S4 kapse. Da se piedpokladat, Ze nejsou zadné interakce mezi enzymem a
karboxylovou skupinou, ktera sméfuje ven z vazebného mista K rozpoustédlu. Jedna z
nejpozoruhodnéjsich vlastnosti inhibitoru je, ze davka nevyuziva vodikové vazby s
enzymem. Kromé solného mustku s Asp189, vazebna energie hydrofobni interakce podtrhuje
celkovy vyznam v interakcich 1é¢ivo-receptor.

(Analogue-based Drug Discovery, 2013)

obr 8: komplex dabigatran - trombin

2.4.4 Studie

Dabigatran byl provéifen mnoha studiemi. Kombinace studii RE-MODEL, RE-SONATE,
RE-MOBILIZE sledovala ucinnost a bezpe¢nost dabigatranu v prevenci VTE u dospélych
pacienti, ktefi podstoupili elektivni operativni ndhradu kyc¢elniho nebo kolenniho kloubu. U

této kombinace studii nebyl prokdzan zvyseny vyskyt VTE a mortality spojené s VTE.
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Kombinovana analyza u¢innosti 1é¢by dabigatranem po velkych ortopedickych operacich

ve studiich RE-MODEL, RE-SONATE a RE-MOBILIZE

sledované cile

dabigatran 220

dabigatran 150 mg

enoxaparin 40 mg

mg (%) (%) (%)
vyznamny VTE a VTE spojeny | 3,0 3,8 3,3
S umrtim
vyznamné krvaceni 1,4 1,1 1,4

tabulka 3: analyza uc¢innosti 1écby

Utinnost a bezpe¢nost dabigatranu byla dokumentovana ve studii RE-COVER v 1é¢bé
akutnich trombembolickych ptihod u lokalizovanych flebotrombo6z a ve studii RE-LY
profylaxe trombembolickych mozkovych prihod pfi fibrilaci sini ve srovnani s warfarinem.
V davce 2x denné 110 mg byl dabigatran stejn€ ucinny v profylaxi trombembolie, 1é¢ba byla
avSak zatizena men$im vyskytem krvaceni. Davka 2x 150 mg byla G¢inng&jsi v prevenci
trombembolickych piihod pfi stejném riziku krvaceni ve srovnani s warfarinem.

(Farmakoterapeutické informace, 2011)

2.4.5 Monitorace

Dabigatran ani jind nova antikoagulancia nevyzaduji v bézné klinické praxi rutinni
monitoraci parametrii koagulace diky svému ptredvidatelnému antikoagulacnimu t¢inku,
pokud se pouZivaji v doporucenych davkach. V ptipadé pacientii leCenych ptipravkem
PRADAXA muze byt ve specifickych situacich monitorace uc¢inku vhodna, tj.napf. pfi
piedavkovani, pfi zvySeném riziku krvaceni nebo pii poruse ledvin, kdy se prodluzuje

eliminace ptipravku. (Interni medicina pro praxi, 2012)

2.5 Laboratorni stanoveni aktivity

V laboratorni praxi se pouzivaji jen zakladni laboratorni testy - aPTT ( aktivovany
parcialni tromboplastinovy ¢as), TT (trombinovy ¢as), PT (protrombinovy Cas). Existuje fada
koagulacnich testi provadénych riznymi metodami a reagenciemi, které maji riznou
interpretaci. Riizné testy se chovaji odliSn€ s rostouci koncentraci dabigatranu.

Diilezité pro hodnoceni testl je doba odbéru krve. Antikoagulacni odpoveéd’ zavisi na

vztahu mezi ¢asem odbéru vzorku krve a ¢asem, kdy byla podana posledni davka Iéku (2
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hodiny po poziti bude priimérnd maximalni koncentrace a pred uzitim dalsi davky za 10-16

hodin bude minimalni koncentrace). (Interni medicina pro praxi, 2012)
200 - Geometric Mean (n=6) 200 mg PRADAXA* o
—  Dabigatran plasma concentration 164
O :g 150 1 — Tl ratio
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obr. 9: zavislost koagula¢nich parametri na clearence 200 mg davky dabigatranu

Testy mizeme rozd¢lit na 2 skupiny:
» semikvantitativni - aPTT, TT, ECT
» kvantitativni - dTT (Hemoclot®), TGT

2.5.1 Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as

Test aPTT se zamétuje na vnitini systém koagulaéni kaskady. K testované plazme se
pridava kefalin (parcialni tromboplastin), k urychleni reakce se ptida kaolin pfestavuje
negativné nabity povrch (aktivator) a jako startovaci reagencie CaCl,. Mé&fi se ¢as do vzniku
fibrinového vlakna. Udéava se v sekundach.

aPTT miZe poskytovat kvalitativni udaj na antikoagulacni aktivitu dabigatranu, stejné jako
ostatni pfimé inhibitory trombinu, ale neni vhodny pro pfesné stanoveni antikoagula¢niho
ucinku, zejména pii vysoké plazmatické koncentraci dabigatranu.

U pacientt, kteti podstoupili dlouhodobou 1écbu dabigatranem 150 mg 2x denné, je stfedni
vrchol aPTT piiblizné dvojnasobny oproti kontrole. K prodlouzeni aPTT dochazi s rostouci
koncentraci 1é¢iva v plazm¢.

Hodnoty:

» normalni aPTT - neni klinicky vyznamny antikoagula¢ni u¢inek dabigatranu

- hladiny < 50ng/ml
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» lehké prodlouzeni aPTT (typicky 1,5x) - G¢inna hladina dabigatranu
» aPTT >70-90 s - vysoka koncentrace dabigatranu
» aPTT > 90 s - pfedavkovani dabigatranem

(cmp-manual.wbs.cz ; Edgar Faber a kolektiv ; van Ryn et al)

2.5.2 Protrombinovy ¢as

Protrombinovy ¢as téz Quickiiv test je zakladni koagula¢ni test méfici
funk¢nost primérniho systému aktivace koagula¢niho systému. Udava rychlost pfemény
protrombinu na trombin v dasledku ptisobeni tkanového tromboplastinu. MéEfi se ¢as do
vytvoreni fibrinového vlakna. K citratové plazmé se ptida startovaci reagencie- kalciovy
tromboplastin. Vysledek testu se udava v sekundach.

Neni dostate¢né citlivy k dabigatranu a uzivani se nedoporucuje.

(Edgar Faber a kolektiv )

2.5.3 Aktivovany koagulaéni ¢as
ACT je kvantitativni test zaloZzeny na podobném principu testu na aPTT. V testu se
pouziva kontaktnich latek(kaolin, silica) bez ptidani fosfolipida a ionth Ca’*.

Test se nedoporucuje. (Edgar Faber a kolektiv)

2.5.4 Ecarinovy test

ECT poskytuje ptimé méteni aktivity pfimych inhibitorti trombinu. Aktivator testu, ecarin,
je hadi jed, ktery specificky aktivuje protrombin na trombin. Pfi reakci se tvofi mezotrombin,
ktery je inaktivovan ecarinem na mezotrombin-des-F1, jez ptechazi spontanné na o trombin.
Poté dochazi k pfeméné fibrinogenu na fibrin.

Prodlouzeni ECT na pfiblizné€ 3-4 nasobek v porovnani s normalnimi hladinami

(v okamziku minimalni koncentrace) je spojeno se zvysenym rizikem krvaceni.

2.5.5 Trombinovy test

Trombinovy test postihuje 3. fazi koagulace, tj. St€peni fibrinogenu trombinem. Pfidanim
enzymu trombinu k plazm¢ dochazi k premén¢ fibrinogenu na fibrin. Vysledky se opét
vyjadiuji v sekundach.

Tento test je zvlaste citlivy na i€inky dabigatranu a zobrazuje linearni odpovéedi na davce

na terapeutické koncentraci.
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Metoda je velmi uzite¢na jako citliva metoda pro urceni pfitomnosti dabigatranu.

Prodlouzeni Cast je nejéastéji u kvalitativnich a kvantitativnich poruch fibrinogenu,

pfitomnosti inhibitoru trombinu (dabigatran) a pfitomnosti heparinu.
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obr. 10: prodlouzeni ECT, PT, TT a aPTT na plazmatické koncentraci dabigatranu

2.5.6 Hemoclot ( direct trombin inhibitor assay)

Hemoclot je citlivy zfedény TT test, ktery umoziiuje kvantitativni méfeni aktivity DTI

V plazmé na zékladé€ inhibice a definované koncentrace trombinu.

Test je doporucovany k monitoraci dabigatranu. Test 1ze pouzit pii klinickém podezieni na

nadmérnou antikoagulacni aktivitu 1éku, pii krvaceni a ke zhodnoceni antikoagulacni aktivity

ptred akutnimi vykony.

Existuje pfimy line4rni vztah mezi koncentraci dabigatranu a ¢asem srazeni (od 30 do 75

sekund). Je kalibrovany pro hladiny 50-500 ng/ml.
(cmp-manual.wbs.cz ; Interni medicina pro praxi, 2012)
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obr. 11: linearni vztah mezi Hemoclot® testem a konecntraci dabigatranu ve vzorku

2.5.7 Trombin generacni test

Trombin generacni test postihuje aktivaci celé koagulacni kaskady. Je zaloZen na méfeni
kinetiky generace trombinu a umoziuje komplexni posouzeni funkce koagulace.

TGA je test, ktery monitoruje tvorbu trombinu prostiednictvim fluorogenniho substratu.
Fluorogenni substrat je $t€pen vytvorenym trombinem na fluorofor, jehoZ signal je zachycen
detektorem a nasledné vyhodnocen ptislusnym softwarem.

Fluorogenni trombin generaéni test zahrnuje 3 roztoky (vzorek plazmy, aktivované
¢inidlo, fluorogenni substrat) a roztok chloridu vapenatého (CaCly) pro start reakce. Je-li
pfidan pouze pufr jako aktivacni ¢inidlo, zahdjeni tvorby trombinu zavisi na prokoagulantech
pfitomnych v plazmé. Fluorogenni metody mohou byt provadény v plazmé obohacené
krevnimi destickami anebo pouziva se plazma chudé na krevni desticky.

TGA je Siroce pouzivany v klinickém vyzkumu k méfeni globalniho hemostatického
potencialu pti poruchéch srazlivosti krve bud’ pro diagnostické ucely nebo jako prostiedek

k monitorovani lécby. ( Interni medicina pro praxi, 2012; Liang et al., 2013)

2.5.8 Principy pouzitych metody
1. Ceveron® Alpha

Pro praktickou ¢ast byl pouzit analyzator Ceveron® Alpha a k nému vySetiovaci kit

TECHNOTHROMBIN® TGA. Aktivace koagulaéni kaskady je dosaZeno smési tkatiového
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faktoru a fosfolipidii (TGA reagencie), ke kterym se pfida CaCly. Vznikly trombin §tépi

fluorogenni substrat na fluorofor, jehoz signél je zaznamenany fluorescenénim detektorem.

UV-Emitter [360 nm]

Cover 'i'

E Cuvette
v
UV-Sensor
~ v Filter
Heating Block

obr. 12: prichod paprsku kyvetou

Vysledkem testu je trombinogram- kiivka zavislosti koncentrace trombinu na Case a je

charakterizovana nékolika parametry:

>

vV V V V V

lag time- ¢as do zacatku generace trombinu

peak height (vrchol piku)- maximalni vytvofend koncentrace trombinu

ETP- plocha pod kiivkou charakterizujici celkové mnozstvi generovaného trombinu
time to peak- ¢as do vytvofeni maximalni koncentrace trombinu

start tail- ¢as, kdy kon¢i generace trombinu

velocity index- rychlost nartistu generace trombinu
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obr. 13: trombinogram

2. ACL-TOP - chromogenni (absorbané¢ni) méreni

Chromogenni meéteni mohou byt pfimé nebo nepiimé.

Pti ptimych zkouskach plisobi hledana analyzovana slozka (napft. protein C, plasminogen)

pfimo na specificky synteticky substrat.

Nepiimé zkousky jsou zkousky, v nichz analyzované slozky (antitrombin, plasminovy

inhibitor) reaguji s pevnym mnoZsvim enzymu a vytvaieji neaktivni komplexy. Za podminek

optimalizovanych podminek zkouskyje nasledné métena aktivita zbytkového enzymu
S pouzitim specifickych umélych substratu.
Ve vétsiné ptipadil je reakce monitorovana pii 405 nm pomoci kontinualniho uvoliiovani

paranitroanilinu (pNA) ze syntetického substratu.

Chromogenické kanaly pouzivaji princip méteni absorbance v kyveté. Optické ¢idlo nacita

svétlo (405 nm), které prochazi kyvetou. Svétlo je absorbovano v ptimém poméru ke

koncentraci pNA. Mnozstvi svétla, které projde az do fotodetektoru, se pfevadi na elektricky

signal, ktery je umérny aktivité enzymu.

2.6 Statistika

Matematicka statistika je védni disciplina, kterd je na pomezi popisné statistiky a
aplikované matematiky. Zabyva se teoretickym rozborem metod ziskavani a analyzy
empirickych dat.

2.6.1 Zakladni statistické charakteristiky mérenych parametri

Aritmeticky praimér (Mean) je uhrn hodnot znaku v souboru déleny rozsahem celého
souboru. Je dilezitou charakteristikou ve skupin€ nazyvana jako miry polohy. Dalsi
chrakteristika, jez patii do této skupiny, je median, coz je prostfedni hodnota varia¢ni fady
(tzn. fada hodnot uspofadanych podle velikosti).

Smérodatna odchylka (Std. Deviation) je druhd odmocnina rozptylu. Rozptyl je
aritmeticky prumeér ¢tvercti odchylek jednotlivych hodnot souboru od jejich aritmetického

pruméru. Smérodatna odchylka patii do skupiny- miry variability.

2.6.2 Neparametricka Spearmanova korela¢ni analyza

Spearmantiv korela¢ni koeficient poradové korelace (r) je neparametricka statisticka

charakteristika udavajici tésnost vztahu mezi 2 proménnymi. Nabyva hodnot od -1 do +1.
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3 .Experimentalni ¢ast

3.1. Cile experimentu

Cilem mé bakalaiské prace bylo porovnat metody piimého a neptimého stanoveni 1éku
dabigatran etexilatu a zjistit jejich vyhody a nevyhody.

Stanoveni hladiny dabigatran etexilatu 1ze provést pifimo stanovenim aktivity vici externé
ptidanému alfa trombinu (dTT) nebo stanovenim inhibi¢niho potencialu pro generaci
trombinu (TGA).

Porovnat metody na souboru pacientii 1é¢enych dabigatranem a souc¢asné na vzorcich s in

vitro ptidavkem dabigatranu pro zjisténi individudlni variability piisobeni 1¢ku.

3.2. Material a metody
3.2.1 Material

e plazma chuda na krevni desticky
e vysetfovaci kit TECHNOTHROMBIN® TGA- je soubor reagencii pro fluorescenéni
meéfeni generace trombinu v plazmé po aktivaci koagulacni kaskady prosttednictvim
smési fosfolipidl a tkanového faktoru
» REACTION BUF TECHNOTROMBIN TGA- reakéni pufr
» LOW RC TECHNOTROMBIN TGA- tkanovy faktor s negativné nabitymi
fosfolipidy
» SUB TECHNOTROMBIN TGA- fluorogenni substrat
kalibrator TGA
» DABIGATRAN PLASMA CALIBRATOR- soubor kalibra¢nich plasem na

A\

méfeni dabigatranu
e destilovand voda
e CaCl,
e reagencie na DTI stanoveni hladiny dabigatranu
» NORMAL POOL PLASMA
> LIDSKY KALCIUM THROMBIN
» DABIGATRAN CONTROL PLASMA

3.2.2 Pristrojové vybaveni
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e pristroj ACL-TOP- analyzator pouzivajici na provadéni riznych typu zkousek tj.
koagulometrické (turbidimetrické), chromogenni (absorbanc¢ni), imunologické

e automatické pipety Eppendorf AG, Hamburk, Némecko

e koagula¢ni analyzator Ceveron® Alpha Technoclone- tento analyzator je plné
automatizovany moderni pfistroj, na kterém je mozno provadét koagulacni,
chromogenni, turbidimetrické a fluorimetrické méfeni. Integrovany fluorescenéni

reader pracuje s excita¢ni vinovou délkou 360 nm a emisni vinovou délkou 465 nm.

obr. 14: analyzator Ceveron® Alpha, Technoclone

3.3 Vlastni méreni

3.3.1 Priprava reagencii a kalibratora
Reagencie byly rozpustény v pozadovaném mnozstvi vody. Po dokonalém rozpusténi byly
reagencie piecteny ¢teckou analyzatoru pies ¢arovy kod a vlozeny na vybrané pozice.

Reagencie v analyzatoru byly nasledné temperovany na 12-15°C a ptipraveny k pouziti.

reagencie mnozstvi vody (ml)
SUB TECHNOTROMBIN TGA
REACTION BUF TECHNOTROMBIN TGA
LOW RC TECHNOTROMBIN TGA
DABIGATRAN PLASMA CALIBRATOR

A ] )

tabulka 4: ptiprava reagencii na TGA
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Ptiprava reagencii na DTI stanoveni hladiny dabigatran

reagencie mnozstvi vody (ml)
NORMAL POOL PLASMA 2,5
LIDSKY KALCIUM THROMBIN 2,5
DABIGATRAN CONTROL PLASMA 1

tabulka 5: ptiprava reagencii na DTI

3.3.2 Priprava vzorku

Vzorky krve byly odebrany do zkumavky, ve které je umisténo nesrazlivé ¢inidlo.

Jednotlivé vzorky od pacient byly zcentrifugovany, aby se odstranily krevni buriky od

plazmy. Centrifugaci 15-20 minut pii 2500-3000 g se ziskala plazma chuda na krevni

desticky. Plazma byla zmrazena a uchovavana pti -20°C. Pied vySetienim byl vzorek

vytemperovan v termostatu pii teploté 37°C a nasledné pouzit k vySetieni.

3.3.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost byla stanovena na ndhodné vybranych 4 vzorcich, které byly prométeny

vzdy 4x, kdy poZadovana piesnost neméla vykazovat vétsi variacni koeficient nez 5 %.

vzorek | tlag (min) tpeak (min) | peak (nM) | VI (nM/min) | AUC (nM)
] 1 2,3 8,8 147 22,9 23139
pacllent 2 2,3 8,4 150,3 24,8 2312,5
3 2,5 8 155,7 28 2345,2
4 2,4 7,8 151,8 28,3 2306,5
prameér 2,375 8,25 151,2 26 2319,525
smérod. odchylka 0,083 0,384 3,125 2,255 15,082
variacni koeficient 0,035 0,047 0,021 0,087 0,007
1 2,7 7,8 140,3 27,4 22285
pacient 2 2,4 9,9 133,1 17,6 2176,1
2 3 2,5 9,2 1427 21,1 2203,5
4 2,6 9,5 137,5 19,9 2156,9
prameér 2,55 9,1 138,4 21,5 2191,25
smérod. odchylka 0,112 0,791 3,571 3,631 27,144
variacni koeficient 0,044 0,087 0,026 0,169 0,012

tabulka 6: vysledky opakovatelnosti
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obr. 15: trombinogram opakovatelnosti u jednoho pacienta

3.3.4 Soubor pacientii

3.3.4.1 Pacienti na 1é¢bé dabigatran etexilatem
Soubor slozeny z 48 pacientti byl vybran z pacientl kardiochirurgického oddéleni. Pacienti
byli vybrani do zaslepené studie s dabigatran etexilatem z diivodu jejich predispozice

k vaznym trombotickym komplikacim.

3.3.4.2 Plazma s in vitro pridavkem dabigatranu

Druhy soubor byl tvofen pacienty S riznou predispozici pro vznik trombembolické nemoci.
Jejich vzorky plazmy byly spikovany vypocitanou denni 1é¢ebnou davkou dabigatran
etexilatu. Pozadovana hladina 1é¢iva v plazmé byla 250 ng/ml. Vypocet pozadovaného fedéni
na vyslednou koncentraci 250 ng/ml dabigatranu v plazmé vychazi z 200 ul plazmy a

pridavku 98 pl kalibratoru o nejvyssi koncentraci, ktera ¢ini 510 ng/ml.

Vypocet denni davky:
510 ng/ml (nejvyssi konc. kalibratoru) ............... 250 ng/ml
200 pl plazmy ...l x pl kalibratoru

x= 98 pl kalibratoru

Vzorky byly délény na 3 skupiny podle mnozstvi denni davky:
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1. skupina: 200 pl plazmy + 98 pl kalibratoru dabigatranu => 250 ng/ml
2. skupina: 200 pl plazmy + 196 pl kalibratoru dabigatranu => 500 ng/ml
3. skupina: 200 pul plazmy + 294 ul kalibratoru dabigatranu => 750 ng/ml

Po ptipravé byly vzorky opét vySetfovany pomoci trombin generacniho testu.

3.3.5 Méreni
Vlastni méteni vzorkl probihalo nésledovné: po start-up proceduie ptistroje Ceveron®
Alpha byly vysetfovany vzorky plazmy chudé na krevni desticky.

Ptistroj provedl analyzu dle nésledujiciho protokolu:

vzorek méfené plasmy ..., 40 ul
REACTION BUF TECHNOTROMBIN TGA ......... 20 pl
LOW RC TECHNOTROMBIN TGA .........c.ccoeen.e. 15 pl
SUB TECHNOTROMBIN TGA ... 40 pl
CaC ) et 35ul

detekce fluorescence (360/460 nm) probiha v 1 min. intervalech po dobu 45 min.

Fluorescenc¢ni signdl byl zachycen detektorem, ktery pfevadi namétené hodnoty do
pocitace. Zde jsou pomoci softwaru Ceveron PC-SW ver. 1.4 pievedeny na aktualni
koncentraci (vytvoreného mnozstvi) trombinu ve vzorku. Vysledkem vyhodnoceni

jednotlivych parametrti trombin genera¢niho testu byla naméfena kiivka- trombinogram.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Namérené hodnoty

4.1.1 Pacienti na 1écbé dabigatran etexilatem

Soubor 48 pacientt byl vySetfovan pomoci trombin genera¢niho testu. Naméfené hodnoty

z testu byly dany do tabulky. Sledovaly se hlavni parametry testu, coz je ¢as do zacatku

generace trombinu (tlag), maximalni vytvofena koncentrace trombinu (peak) a poslednim

dialezitym parametrem je plocha pod kiivkou, kterd charakterizuje celkové mnozstvi

vytvofeného trombinu (AUC). Posledni sloupec tabulky je vénovan koncentraci 1é€iva

dabigatranu ve vzorcich pacientd, kterd byla stanovovana pomoci dTT testu.

vzorek ¢ tlag tpegk peak Vi |AUC Pradaxa
pacienta | (min) (min) (nM) (nM/min) | (nM) (ng/ml)
1 500113 17,1 9,5 180,7 19,2 1161,6 210
2 500108 10,7 16,1 176,1 15,5 1702 50
3 500114 13,8 7,9 148,6 23,6 1298,6 310
4 500106 3,2 18,4 110,1 31,6 1758,2 40
5 500108 11,7 17,7 109,1 40,3 1964,8 60
6 500110 3,8 22,1 95,9 31,9 22279 40
7 500113 11,6 15,2 193 54,2 1803,8 290
8 500103 10,4 15,1 123,1 26,4 1393 140
9 500103 10,8 16 110,3 21,2 1341,9 160
10 500110 7,4 11 188,7 52,2 1671,9 80
11 500106 59 10 177,7 43,2 1792,3 60
12 500106 6,5 10,9 139,3 31,5 15527 60
13 500113 18,7 23,9 114,5 22 1310,5 270
14 500105 21,4 28,1 66,6 10,1 916,5 270
15 500105 14,2 18,8 145,9 32 1587,9 150
16 500113 12,2 16,3 178,2 43,8 1806,1 100
17 500103 9,4 12,7 128,7 38,9 11311 60
18 500110 19,5 26,5 70 10,1 1053,1 80
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vzorek c. tla}g tpe_ak peak VI AUC Pradaxa
pacienta (min) (min) (nM) | (nM/min) | (nM) (ng/ml)
19 500105 25,3 32,9 60,2 8 872,1 110
20 500105 18,6 24,6 93 15,6 12145 70
21 500106 15,3 20,8 60,1 10,9 806 190
22 500114 15,9 21,2 62,7 11,8 770,2 190
23 500114 12,2 16 121,3 31,8 1162,3 160
24 500110 11,4 16,9 97,6 17,7 1345,5 110
25 500103 6,1 14,4 40,8 4,9 907,2 40
26 500102 7,2 14,1 74,9 11 1381,6 40
27 500108 24,7 31,5 68,2 10,1 840,6 270
28 500103 13,9 19,7 79,4 13,7 1003,2 130
29 500103 7,5 10,8 153,1 47 1223,7 120
30 500108 10,3 30,3 7,2 0,4 160,3 40
31 500106 6,6 11,4 141,2 29 1649,3 200
32 500113 15,3 28,1 9,9 0,8 187,2 40
33 500105 11,5 16,2 113 23,7 1253,9 140
34 500114 7,3 14,4 17,2 2,4 298 40
35 500108 111 16,5 96,4 17,8 1365,9 90
36 500114 9,4 13 107,6 29,4 1073,6 180
37 500106 5,1 8,9 138,2 36,2 1399,4 130
38 500108 5 11,8 70,5 10,4 1306,6 40
39 500110 14 18,8 75,2 15,6 917,2 330
40 5001 4,8 11,6 54,7 8,1 1127,2 40
41 500106 4,6 1,7 182,6 57,8 1303,5 140
42 500108 10,2 17,2 90,2 13 1438,7 30
43 500105 16,3 219 83,1 15,1 1097,9 150
44 500114 10,1 14,2 95,2 23,7 1056,2 130
45 500113 12,3 16 127,9 34,1 1209,7 270
46 500114 8,9 12,4 118,8 334 1095,3 250
47 500113 12 16,1 132,4 32,2 1323,4 380
48 500110 5,3 8,6 213,6 65,5 1687,1 60

tabulka7: naméfené hodnoty pacienti
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Z naméfenych hodnot vybranych parametru ( tlag, AUC a peak ) byly sestaveny grafy

zavislosti danych hodnot na koncentraci Pradaxy a byly srovnany s kalibra¢nimi kiivkami,

kter¢ predstavovaly idealni soubory.

zavislost tlag na koncentraci Pradaxy- realny
soubor
30 y =0,0175x + 8,5903
25 * . R2=0,1488
T ®
£ 20 *® . ¢
@ 15 * . $ o
i ¢ o L 2
Lhuo 10 ‘ ’ ‘ ‘ ‘
5 " L ) ¢
0
0 100 200 300 400 500 600
koncentrace Pradaxy (ng/ml)

graf 1: zavislost tlag na koncentraci Pradaxy- realny soubor

zavislost tlag na koncentraci Pradaxy-idealni
soubor

€15
£
T 10 y =0,0213x + 6,5992
& R2=0,96
& 5
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

koncentrace Pradaxy (ng/ml)

graf 2: zavislost tlag na koncentraci Pradaxy- idealni soubor
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zavislost peak na koncentraci Pradaxy-readlny

soubor
250 y =-0,0448x + 112,17
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200 wbe o o .
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0 ¢ *
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graf 3: zavislost peak na koncentraci Pradaxy- realny soubor

zavislost peak na koncentraci Pradaxy- idealni
soubor
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graf 4: zavislost peak na koncentraci Pradaxy- idealni soubor

zavislost AUC na koncentraci Pradaxy- redlny
soubor
2500
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graf 5: zavislost AUC na koncentraci Pradaxy- realny soubor
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zavislost AUC na koncentraci Pradaxy- idealni

koncentrace Pradaxy (ng/ml)

soubor
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T y =-2,3368x + 1447,5
o R? = 0,9959
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0
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graf 6: zavislost AUC na koncentraci Pradaxy- ideélni soubor

4.2 Statistické zpracovani dat

4.2.1 Zakladni statistické charakteristiky mérenych parametrii

Soubor 48 pacientil byl statisticky zpracovan a vysledky byly zaznamenany do tabulky.

statické parametry koncentrace tlag (min) peak (nM) AUC (nM)
(ng/ml)
prameér 136,3 11,4 109,2 1249,0
median 125,0 11,0 190,6 1276,3
smér. odchylka 92,4 53 49,1 419,8
minimum 30 3,2 7,2 160,3
maximum 380 25,3 213,6 22217,9
tabulka 8: zakladni statistické charakteristiky
4.2.2 Neparametricka Spearmanova korela¢ni analyza
Spearmanova korelace tlag (min) peak (nM) AUC (nM)
korelacni koeficient 0,528 0,277 -0,165
sig. (2-tailed) 0,001 0,057 0,263
pocet v souboru - N 48 48 48

tabulka 9: korelacni analyza

Spermanova korela¢ni analyza prokazala signifikantni sttedné silnou pozitivni zavislost

mezi koncentraci Pradaxy a hodnotami parametru tLag (r= 0,528; p= 0,0001). Mezi
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koncentraci Pradaxy a hodnotami parametri peak a AUC nebyla prokazana statisticky

vyznamna zavislost.

4.2.3 Test rovnobéznosti a test shody regresnich primek
Test rovnobéznosti: piimky maji stejny sklon a li§i se posunutim.
Test shody: pfimky jsou k sob¢ totozné.

U zavislosti koncentrace Pradaxy na hodnotach peak a AUC nebyla prokézana korelace.
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graf 7: bodovy korela¢ni graf s kalibra¢ni ptimkou

4.3 Diskuze

Nejprve se zjistily zakladni statistické charakteristiky souboru jako je primér hodnot,
smérodatnd odchylka, medidn a jiné. Poté jsme se zam¢fili na vyhodnoceni jednotlivych
zavislosti a porovnani je s idedlnimi soubory, coZ v naSem ptipadé€ byly sestaveny kalibra¢ni
kiivky pomoci komeréné dodavané plazmy obohacené 1écivem (DABIGATRAN PLASMA
CALIBRATOR). Po vyhodnoceni statistickym softwarem SPSS verzi 15 se ukazalo, ze
zavislost Casu do zacatku generace trombinu na koncentraci dabigatranu jako jedina prokazala
korelaci. Je to z duvodu, Ze ¢as vyrazné zavisi na podani 1éku. Pomoci testu rovnobéznosti se

zjistilo, ze primky jak kalibracni, tak 1 pfimka linedrni zhotovena z namétenych dat maji
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stejny sklon a lisi se od sebe pouze posunutim. Podle testu shody se ukazalo, ze pfimky jsou
K sob¢ totozné.

U zavislosti peak a AUC na koncentraci 1éCiva dabigatran etexilatu se na pocatku
neprokazala zadna vyznamna korelace, proto nemélo smysl zavislosti dale porovnavat
statistickym testem regresnich modelt. Korelace se neprojevila, protoze parametry peak a
AUC jsou ovlivnény individualnimi parametry pacienta. Pacienti byli vybirani s vysokym
rizikem trombembolickych komplikaci.

Podle idealnich modelti by u téchto pacientii u zavislosti peak na koncentraci méla kiivka
klesat se zvySujici koncentraci. Jelikoz soubor 48 pacientti neni idedlni, musime poditat s tim,
ze zavislost readlného souboru nebude tak prudce klesat jak je tomu u ideélni zavislosti.

Parametr AUC je podobny se svou grafickou zavislosti k zavislosti peaku. Jak v jednom,

tak v druhém ptipad¢ hraje velkou roli individualita pacienta.

4.4 Plazma s in vitro pridavkem dabigatranu

Ke vzorktim pacientt s riiznymi piredpoklady pro vznik trombembolické nemoci byl piidan
dabigatran etexilat v koncentraci 250 ng/ml, 500 ng/ml a 750 ng/ml.
Vysledky byly zaznamenany do tabulky a ke zvyraznénym parametrim byly zpracovany

grafy zavislosti tohoto parametru na koncentraci 1€ku.

tl tpeak K koncentrace
i~ ped pea i Pradax

; : VI (nM/min) | AUC (nM y
(min) (min) (NM) ( ) (nM) gD
inicialng 2,9 8,2 100,8 19 1366,9 0
pzosgﬂgl/(:q(;l 6.8 11,3 130,3 29,6 1356,8 250
pgogﬂgm(ln 8,7 12,7 133,6 33,7 1291 500
p%%ﬂglkﬁi' 9.8 13,8 128,6 321 1191,4 750

tabulka 10: hodnoty inicialn¢ a po aplikaci denni davky
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graf 8: zavislost Atlag na koncentraci dabigatran etexilatu
zavislost Apeak na koncentraci léciva
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graf 9: zavislost Apeak na koncentraci dabigatran etexilatu
zavislost AAUC na koncentraci léCiva
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graf 10: zavislost AAUC na koncentraci dabigatran etexilatu
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obr.16: vliv davky dabigatran etetxilatu v plazmé (Cervena- plazma; modra- plazma s

Cdabigatranu 250ng/ml)
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5. Zavér

Cilem bylo porovnat metody stanoveni dabigatran etexilatu. V experimentalni ¢asti bylo
potvrzeno, ze vybrané metody stanoveni jsou vhodné pro monitoraci 1é¢iva dabigatran
etexilatu. Tyto metodiky poskytuji dostate¢nou odezvu, jak je patrné na grafu ¢.7, kdy rovnice
regresni piimky je: y = 0,020x + 6,233 ; R*= 0,925.

Ptesnd koncentrace 1é¢iva dabigatranu v naSem souboru pacientl byla zjisténa stanovenim
DTI (direct thrombin inhitors) a vysledna hladina inhibovaného produktu trombinu byla
stanovena pomoci TGA. V souboru 48 pacientl s vysokym rizikem trombembolickych
komplikaci byly nasledné korelovany 3 zasadni parametry TGA (tlag, peak a AUC)

v zavislosti na zjisténé koncentraci 1é¢iva v plazmé. Pomoci statistiky byla zjisténa statisticky
vyznamna zavislost tlag na koncentraci dabigatranu. U zbyvajicich 2 parametrt se nepotvrdila
zavislost z dtivodu, Ze AUC a peak vykazuji vysokou intraindividualni variabilitu. Pacienti

s trombembolickymi komplikacemi byli vybrani zamérné¢, jelikoz nejvice profituji z této
moderni 1é¢by. Pokud by se studie provadéla na zdravych pacientech, lze predpokladat, Ze
budou vysledky 1épe korelovat s kalibra¢nimi kiivkami.

Metoda generace trombinu nam tedy poskytuje informaci 0 kone¢ném produktu inhibice
dabigatranu tj. trombinu. Interpretace vysledku je komplikovanéjsi, nebot’ u jednotlivych
pacientll 1ze pfedpokladat velmi rozdilné pocate¢ni hladiny trombinu. Pro ovéteni této teorie
bylo ptistoupeno k experimentu s in vitro podanim dabigatran etexilatu ke vzorkim s riznym
trombogennim potencidlem.

Druha vySetfovana skupina byla tvofena pacienty, kterym byl pfidavan do plazmy
dabigatran etexilat. Timto zpisobem bylo vySetieno 18 pacientti a zhodnoceny opét 3 zasadni
parametry TGA. Ke vzorkiim plazmy pacientd byl pfidan dabigatran etexilat o koncentraci
250 ng/ml, 500 ng/ml a 750 ng/ml. U vysledkl bylo zpozorovano vyrazné prodluzovani casu
do zac¢atku nastupu generace trombinu (tlag) a snizovani plochy pod kiivkou (AUC) jak je
patrné na grafech ¢. 8 a 10, kde regresni pfimka zavislosti Atlag je y = 0,011x + 0,7776 ; R? =
0,5921 a ptimka zavislosti AAUC je y =0,4218x + 29,132 ; R2=0,2284 .

Jak metoda TGA, tak 1 DTI stanoveni nam poskytuji rizné pohledy na monitoraci léku
resp. ptimo inhibovaného enzymu a vzhledem k individualité kazdého pacienta je tieba
vysledky interpretovat individualné. Kombinace téchto metodik umozni komplexni pohled na
ucinnost 1éku u jednotlivych pacientll, coz miize byt vyuzito k monitoraci situaci selhani 1¢ku

napf. pfi krvacivych nebo trombotickych stavech.
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ZKkratky

VTE- zilni tromboembolie

aPTT- aktivovany parcialni trombinovy ¢as
TT- trombinovy ¢as

PT- protrombinovy ¢as

ECT- ekarinovy srazeci Cas

CYP-450 — systém cytochromu P-450
UFH- nefrakcinovany heparin

LMWH- nizkomolekularni heparin

INR- mezinarodni normalizovany pomér
ACT- aktivovany koagulac¢ni ¢as

DTI- pfimy inhibitor trombinu

dTT- diluovany trombinovy ¢as (Hemoclot®)

TGA- trombin generacni test

ETP- endogenni trombinovy potencial
PNA- paranitroanilin

DTI- direct thrombin inhibitors
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