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Sammanfattning

Apixaban och lagmolekylart heparin (LMH) &ar antikoagulantia som férhindrar blodproppsbildning
genom att himma faktor Xa. Allt mer patienter anvinder apixaban och LMH, vilket gor att
laboratoriemedicin pa ldnssjukhuset Ryhov &r i behov av att utvirdera analysmetoder for apixaban och
LMH for att kunna implementera analyserna i klinisk rutin. Syftet med studien var att utvirdera
analysmetoden for bestimning av anti-FXa aktivitet i plasma hos patienter behandlade med apixaban
eller LMH med hjidlp av kromogen substratmetod. Metodutviarderingen bestod av fyra steg:
repeterbarhet, mellanliggande precision, Overensstimmelse med validerad metod och analys av
normalpopulation. Utviarderingen genomfordes med hjalp av Sysmex CS-2100 dar det analyserades 20
respektive 40 patientprover for apixaban och LMH samt 10 normalprover. Aktivitet av faktor Xa
bestamdes kvantitativc med anvindning av ljusabsorption vid 405 nm. Repeterbarhet och
mellanliggande precision visade lag CV. Patientprover visade Overensstimmande resultat med
referensvirden fran andra laboratorium dér r2 for apixaban och LMH var 0,95. Avvikande resultat kan
bero pa mitfel eller forviaxling mellan prover. Analys av normalpopulation visade att virden 14g under
det lagsta tillforlitliga vardet. Utvdardering av analysmetoden apixaban och LMH pa Ryhovs
laboratorium visade goda resultat vilket bekriftar att analysmetoden kan anvéndas i klinisk rutin.

Nyckelord: NOAK; Kromogen substratmetod; Eliquis; fragmin; blodkoagulation.



Summary

Evaluation of assay method for determination of anti FXa activity in
patient’s plasma treated with apixaban or LMWH

Introduction: Apixaban and low molecular weight heparin (LMWH), are anticoagulants that prevent
clot formation by inhibiting factor Xa. Increasingly more patients use apixaban and LMWH, for this
reason the laboratory medicine at the county hospital Ryhov needs to evaluate methods of analysis for
apixaban and LMWH to be able to implement the analyzes in clinical routine. Aim: The purpose of the
study was to evaluate the assay method for determining anti-FXa activity in plasma in patients treated
with apixaban or LMWH using chromogenic substrate method. Method: The method evaluation
consisted of four steps: repeatability, intermediate precision measures, compliance with validated
method and analysis of normal population. The evaluation was performed using Sysmex CS-2100 where
20 respective 40 patient samples were analyzed for apixaban and LMWH as well as 10 normal
population samples. Factor Xa activity was quantitatively determined using light absorption at 405 nm.
Result and discussion: Repeatability and intermediate precision showed low CV. Patient samples
showed consistent results with reference values from other laboratories where r2 for apixaban and
LMWH were 0.95. Deviant results may be due to measurement errors or confusion between samples.
Analysis of normal population showed that values were below the lowest reliable value. Conclusion:
Evaluation of the analysis method apixaban and LMWH at Ryhov's laboratory showed good results,
which confirms that the assay method can be used in clinical routine.

Keywords: NOAC; Chromogenic substrate assay; Eliquis; Fragmin; blood coagulation.
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Inledning

Antikoagulantia verkar pa olika komponenter i koagulationssystemet och anvinds for att behandla och
forebygga blodproppar. Warfarin ingar i denna grupp av lakemedel och har varit den vanligaste anvianda
vitamin K-antagonister i Sverige som indirekt hammar koagulationsfaktorer (1). Warfarin kraver
noggrann uppfoljning for att bestimma om ratt dos tas eller om doseringen behover dndras. Felaktig
dosering av warfarin kan orsaka livshotande blédningar i buk eller hjarna(2). Antikoagulantia som
vitamin K-antagonister kan endast ges oralt och de har en lingsam effekt, darfor ar de inte lampliga for
anviandning vid akut behandling (3). Apixaban och lagmolekylart heparin (LMH) ar andra
antikoagulantia som forhindrar blodproppsbildning i kroppen genom att hamma faktor Xa (4, 5). Allt
mer patienter anvander apixaban och LMH, vilket gor att laboratoriemedicin pé ldnssjukhuset Ryhov ar
i behov av att utviardera analysmetoder for apixaban och LMH f6r att kunna implementera analyserna i
Kklinisk rutin.

Bakgrund

Koagulationssystemet

I koagulationssystemet samverkar trombocyter och blodproteiner for att stoppa blodningar som uppstar
vid skador. Vid normalt hilsotillstdnd finns en bra balans mellan koagel och antikoagel. Det finns flera
koagulationsfaktorer som samverkar vid koagulationen. Koagulationen sker genom att enzymer
aktiveras i en bestimd foljd, vilket kallas koagulationskaskad. Koagulationssystemet kan delas in i ett
inre och ett yttre system. Inre systemet aktiveras av faktorer som finns i blodet medan yttre systemet
aktiveras av membranfaktor som normalt finns utanfor blodbanan. Koaguleringskaskaden i det yttre
systemet startar niar den skadade vivnadsfaktorn kommer i kontakt med faktor VII som omvandlas till
ett enzym som aktiverar faktor X. Faktor Xa, som ar en aktiverad form av Faktor X, aktiverar protrombin
till trombin. Trombin i sin tur omvandlar fibrinogen till fibrintradar, se Figur 1. I fibrintradarna fastnar
sedan blodkroppar och bildar en primar plugg (6). Faktor X produceras i levern och ar beroende av
vitamin k for aktivering (7).
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Figur 1. Schematisk beskrivning av koagulationssystemet som delas upp 1 ett inre och ett yttre system. Faktor
VII aktiverar faktor X som i sin tur aktiverar protrombin till trombin, trombin férvandlar fibrinogen till fibrin

(6)

Trombos orsakas av koagulering inne i kdrlen, mest vanligen forekommande dr djup ventrombos och
lungembolism. Tromboser tdpper igenom kirlen och leder till att vivnader inte fir syre. Med stigande
alder péaverkar olika faktorer bildning av trombos, sdsom overvikt, venstatus, graviditet, nedsatt
rorlighet, autoimmuna tillstind och hormonbehandling. Det finns &ven flera arftliga
koagulationssjukdomar férknippade med en 6kad risk for trombos (6).

Nya perorala antikoagulantia lakemedel

Apixaban

Apixaban ir det verksamma substansen i lakemedlet Eliquis®, vilken ir en selektiv direkt hammare av
fri och koagelbunden faktor Xa. Apixaban har hog affinitet for humant faktor Xa (4). Apixaban himmar
faktor Xa genom att binda till dess aktiva bindningsstille, vilket i sin tur hAmmar bildningen av trombin,
se Figur 2 (8). For friska individer uppnés maximal koncentration efter tva timmar och 6kning av
apixaban ar proportionell mot 6kningen av dosen. Apixaban intas som en aktiv substans och har hog
biotillganglighet. Storsta delen av apixaban utsondras via levern (4).
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Figur 2. Verkningsmekanism for apixaban, apixaban (1) binds till faktor Xa. Trombinbildning hdmmas och fibrinogen
omvandlas inte till fibrin (8).

Nya orala antikoagulantia har utvecklats de senaste aren och apixaban dominerar vid nya insittningar
av orala antikoagulantia (OAK). Apixaban ar ett effektivt och sikert likemedel som kan ges i klinisk
rutin och kriaver inte upprepade provtagningar som vid anviandning av warafin. Apixaban gar in i
blodbanan inom nagra timmar efter dosen och elimineras snabbare fridn kroppen efter den sista dosen
jamfort med warfarin. I Kloka Listan 2017 rekommenderas apixaban i forsta hand och warfarin i andra
hand (2).Nar det giller stroke, systemiska embolier och allvarliga blodningar har apixaban visat
minskade risker jamfort med warfarin (9). Det har dven visats att patienter med nedsatt njurfunktion
och som fatt apixaban, fick liknande eller till och med mindre blodningar jamfort med patienter som
fick warfarin. Vilket visar att patienter med nedsatt njurfunktion kunde med sékerhet anvinda apixaban
istallet for warfarin (10).

Lagmolekylart heparin



Lagmolekylart heparin (LMH) dr antikoagulantia som kan ges parenteralt och har en snabb effekt.
Heparin ar en sulfaterad polysackarid, det finns bade som ofraktionerat heparin (UFH) (Mw = 15 000
g/mol) och som en lagmolekylart heparin (LMH, Mw = 4 000—6 500 g/mol) (3). LMH som har lagre
molekylvikt dr derivat fran heparin och verkar 6verviagande genom att himma faktor Xa (se Figur 3).
LMH har hogre biotillgdnglighet och liangre halveringstid jamfért med UFH. Inom LMH ingir
dalteparin (Fragmin®), enoxaparin (klexane®) (5). Heparin funkar som katalysator for reaktioner
mellan antitrombin och olika koagulationsfaktorer, vilket resulterar i en snabbare och mer kraftfull
inaktivering av koagulationsfaktorer IX, X, XI, XII samt trombin. Heparin aktiverar antitrombin, vilken
i sin tur inhiberar koagulationsfaktorerna. LMH har kraftfullare effekt pa faktor X, men dr mindre
effektiv pa 6vriga koagulationsfaktorer (8).

Heparin och dess derivat, lagmolekylart heparin (LMH), anvands vid behov av snabb antikoagulerande
effekt da de har snabbare effekt nir de administreras genom IV-injektion. Hepariner administreras i
lagre doser som profylax dn for behandling av ven6s trombos eller akut myokardischemi. LMH-preparat
kan enkelt styras antingen pa sjukhus eller utanfor sjukhuset eftersom de kan administreras subkutant
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Figur 3. Verkningsmekanism for LMH.LMH
binds till antitrombin som i sin tur hammar
faktor X (8)

utan behov av laboratoriets uppfoljning. Men dven om kliniska granskningar har visat att LMH-
overvakning inte ar nodviandig, kan det fortfarande vara kliniskt anvdndbart i vissa fall, som
njurinsufficiens och fetma eller risk fér o&ver- eller underdoserin (11). Nar langvarig
antikoagulantiabehandling indikeras, administreras LMH oftast med orala antikoagulantia. Daremot
anviands langvarig behandling utanfor sjukhuset med LMH nar antikoagulantia indikeras under
graviditet och hos patienter som utvecklar recidiverande venos tromboembolism. LMH-preparat
anvindes dven for behandling av venos trombos och for behandling av instabil angina. Den anvands for
behandling av vends trombos och akut lungemboli (12). LMH anvinds dven for att forhindra djup
venetrombos (DVT) och for att minska neurologisk funktionsnedsattning eller for att minska risken for
tidig aterkommande ischemisk stroke (5).

Analys av anti-faktor Xa

Kromagen substratmetod kan anvindas for att analysera koncentrationer av apixaban och LMH. Detta
r en indirekt metod for kvantifiering som baseras pa métning av anti-faktor Xa aktivitet. Faktor Xa ar



den aktiva formen av faktor X, anti faktor Xa innebar den hdmmade formen av faktor Xa. Ett 6verskott
av faktor Xa laggs till citratplasman darefter bildas ett komplex mellan patientens egna trombin och
faktor Xa i reagenset. Det kromogena substratet klyvs av faktor X eftersom koagulationskomponenten
ar endast aktiv i ett enzymkomplex. Det kromogena substratet ger ett fargomslag som dr omvind
proportionellt mot likemedel koncentration i plasmaprovet. Instrumentet miter fargomslaget
fotometriskt vid 405 nm (metodblad for Siemens, Innovance Heparin). Noak koncentration kan &ven
bestimmas av vitske- kromatografi—tandemmasspektrometri (LC-MS/MS) referensmetod (13).

Antikoagulantia som LMH och apixaban anvinds 6ver hela virlden f6r behandling och profylax av
tromboemboliska stérningar. Rutinlaboratorietester ar inte nodviandiga pa grund av att LMH och
apixabans vanligtvis elimineras fran kroppen. For gravida patienter, barn, patienter med njursvikt,
fetma eller dldre behovs rutinlaboratorietester pa grund av siamre elimination. Anti-Factor Xa
plasmanivider anvidnds oftast vid bedomning och vigledning av noggrann dosering i dessa
patientgrupper(10, 14).

Metodvalidering

Metodens tillforlitlighet for matresultat bedoms genom valideringsstudier. Vid valideringen lyfts fram
de egenskaper som ger en generell beskrivning av metodens tillforlitlighet. Repeterbarhet,
mellanliggande precision och analys av normalpopulation #r tre viktiga steg som anvinds for
metodvalidering. Repeterbarhet utfors for att bestimma den variation som finns vid en matmetod, det
innebar att upprepade méatningar utférs under samma omstiandigheter. Den mellanliggande precision
innebar forandring i en eller flera faktorer for att bedoma hur stabil metoden ir, dndringen ar i t.ex. tid,
operator och utrustning (15).

Syfte

Syftet med studien var att utvirdera analys av apixaban och LMH for bestimning av anti-FXa aktivitet
i plasma genom kromogen substratmetod pé lanssjukhuset Ryhov, Jonkoping.



Material och metod

Studiepopulation

Prover insamlades av rutinverksamheten pa Linkoping, Géteborg och Malmo laboratorium, alla prover
som var tillgingliga anvidndes i studien. Inklusionskriterier var patienter som behandlades med
apixaban eller LMH. Kontroller for repeterbarhet och mellanliggande precision ar ifrdn foretagen
Innovance och Biophen. For att bestimma analys av normal population anvindes plasma frin friska
individer som kontroll for mitning av apixaban och LMH. Inklusionskriterier har var friska individer
som inte tar antikoagulantia eller andra mediciner som paverkar koagulationssystemet.

Studiedesign

Metodutvirderingen bestod av fyra steg: repeterbarhet, mellanliggande precision, 6verensstammelse
med validerad metod och analys av normalpopulation. Med repeterbarhet och mellanliggande precision
uppskattades méatosidkerheten, darefter padborjades overstimmelse med validerad metod som utférdes
genom att analysera patientplasma och jamfoéra resultatet med en liknande validerad metod.
Repeterbarhet, mellanliggande precision, Overstimmelse med validerad, samt analys av
normalpopulation genomférdes med hjilp av Sysmex CS-2100 (Siemens Healthcare Diagnostics
Products GmbH), dar aktivitet av faktor Xa bestamdes kvantitativt med anvindning av ljusabsorption
vid 405 nm.

Analys av repeterbarhet

For LMH analys, anvéandes tva kontroller, en kontroll med laggransviarde (INNOVANCE® heparin LMH
kontroll 1) med gréansvirde 0.31- 0.51 IU/mL och en kontroll med hoggriansvarde (INNOVANCE®
heparin LMH kontroll 2) med gransvirde 0.82-1.24 IU/mL. For analys av apixaban anviandes ocksé tva
kontrollnivaer, dvs 1ag nivd (BIOPHEN ™ apixaban Control low, REF 225201, CI) och hdg niva
(BIOPHEN ™ apixaban Control, REF 225301, C1). Gransvirdena for 1ag respektive hog niva apixaban
uppmites till 14—34 IU/mL och 165-223 IU/mL. Kontrollerna spdddes upp genom att tillsdtta 1 ml
milliporevatten och delades darefter upp i doser om 250 pl och frystes neri — 20 °C. Vid kontrollk6rning,
tinades kontrollerna i ett varmeblock (37 9C) under 10 min och dérefter vaggades kontrollerna i 5 min.
Maitningar av alla fyra kontroller utférdes 10 ganger pa samma material.

Analys av mellanliggande precision

For mitning av mellanliggande precision, anviandes tva kontrollnivaer for matning av LMH (h6g och
14g) och tva kontrollnivéer for matning av apixaban (hog och 1dg). En kontroll som motsvarar 250 pl
tinades upp for varje dags kérning genom att anvinda varmeblock (37 9C) under 10 min och direfter
vaggades kontrollerna i 5 min. Kontrollerna mattes 2 génger med 4 timmars skillnad. Matningarna
genomfordes under 5 sammanhéngande dagar.

Analys av 6verensstammelse med validerad metod

Analys av Gverensstimmelse med validerad metod utfordes genom att kontroller upptinades i ett
viarmeblock (37 9C) under 10 min och vaggades direfter i 5 min. Efter kontrollmitning tinades
patientproverna pa samma sitt som kontrollupptining. Patientproverna som analyserades tidigare av
validerad metod var frysta i — 20 9C. Det planerades 40 prover per analys men i realiteten blev 20 prover
for apixaban. Totalt anvindes 40 patientprover for LMH analys och 20 patientprover for apixaban
analys. Provresultat jamfordes med referensviarden fran andra laboratorium i Linkoping, G6teborg och
Malmo

Analys av normalpopulation



For analys av normalpopulation utférdes venos provtagning pa tio individer, dar 2,7 mL blod fylldes i
citratror. Proverna centrifugerades i 20 min vid 2000 g. Plasman avskildes och hilldes av i ett nytt ror
som centrifugerades i ytterligare 5 min vid 2000 g. Plasma delades upp dérefter i tvé eppendorfror som
frystes ner i -20 °C. Vid analys av normalpopulation tinades alla 20 plasmaprover frdn de 10 individer
for att darefter koras i Sysmex CS-2100.

Statistisk analys

Datan bearbetades i Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond WA). For repeterbarhet och
mellanliggande precison beriknades medelvirde (x), standardavvikelse (SD) samt variationskoefficient
(CV). Excel har anvints vid 6verstimmelse med validerad metod for berdkning av linjar regression och
korrelation. Vid 6verstimmelse med validerad metod har resultat dven bearbetats med med SPSS
21.0.0.2 (IBM Analytics, Armonk, NY), dir Paired-Samples T-test och Related-Samples Wilcoxon
Signed Rank Test anvindes for jaimforelse mellan resultat fran Jonkopings laboratoriet och andra
laboratorier. Resultaten ansags vara signifikant vid p <0,05.

Etiska dvervaganden

I studien anvinds plasma frén patientprover som insamlats av rutinverksamheten. Proverna
avkodades och gjordes icke sparbara for utbildningsandamal. Plasma frén friska individer anviandes
som kontroll och deltagarna tillfragades och gav muntligt samtycke innan provtagning. En etisk
egengranskning gjordes tillsammans med handledaren, det bestimdes att det inte finns nigot behov
av att gé vidare for en etisk prévning.



Resultat

Repeterbarhet

For att bestimma repeterbarhet analyserades bade ldga och h6ga kontrollnivaer. For apixaban och LMH
sammanstalldes X, SD och CV% i Tabell 1. Den laga och hoga QC variationskoefficient for apixaban lag
pé 8,17 respektive 1,42. Den laga och héga QC variationskoefficient for LMH lag pé 2,19 respektive 0,01.
Medelvirdet 1ag inom gransvarden.

Tabell 1. Variationskoefficient (CV) vid matning av repeterbarhet fér apixaban och LMH analys.

Apixaban LMH
Griansvirde X SD Ccv Griansvirde X SD Ccv
(mg/D) (%) (IU/ml) (%)
Lag QC 14—34 23 1,88 8,17 0,31-0,51 0,43 0,01 2,19
Hog QC 165—223 214,75 3,05 1,42 0,82-1,24 1,03 0,03 2,56

Medelvirde (X), variationskoefficient (CV), kvalitetskontrollerna (QC)

Mellanliggande precision

For mittning av mellanliggande precision analyserades hog och 1ag kontrollnivéer. For apixaban och
LMH visas x, SD och CV% i Tabell 2. Den laga och héga QC variationskoefficient for apixaban lag pa 7,16
respektive 1,01. Den laga och héga QC variationskoefficient for LMH lag pa 3,27 respektive 0,02.
Medelvirdet 1ag inom gransvarden.

Tabell 2. Mellanliggande precisions variationskoefficient (CV) for apixaban och LMH analys.

Apixaban LMH
Gransvirde X SD Ccv Griansvirde X SD CV
(mg/D) (%) (IU/ml) (%)
Lag 14—-34 22.63 1,62 7,16 0,31-0,51 0,41 0,01 3,27
Hog 165—223 215,51 2,26 1,05 0,82-1,24 1,00 0,02 2,03

Medelvirde (X), variationskoefficient (CV), kvalitetskontrollerna (QC)

Overrensstammelse med validerad metod

For overrensstimmelse med validerad metod for apixaban analys respektive LMH analys har Related-
Samples Wilcoxon Signed Rank Test respektive Paired-Samples T-test anvints for statistisk utrdkning.
Vid jamforelse av provresultat frin Jonkopings laboratoriet och andra laboratorier for apixaban analys
ar P vardet 0,121 vilket visar att ingen statisk skillnad finns. Detsamma for LMH analys vid jaimforelse
av provresultat frdn Jonkopings laboratoriet och andra laboratorier dr P viardet 0,303 vilket visar att
ingen signifikant skillnad finns.

Linjar regression och korrelation har &ven analyserats mellan Jonkopings laboratoriet och
referensvirden frdn andra validerade laboratorium, resultatet redovisas nedan i Figur 4 och 5.
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Figur 4. Linjar regression och korrelationsanalys mellan provresultat fran Jonkopings och andra laboratorium (Linkoping,
Goteborg och Malmd) for apixaban analys. 40 prover analyserades.
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Figur 5. Linjar regression och korrelationsanalys mellan provresultat fran Jénképings och andra laboratorium (Linképing,
Goteborg och Malmd) for LMH analys. 40 prover analyserades.

Analys av normalpopulation

Analys av normalpopulation faststilldes genom att analysera plasma fran 10 friska individer. Figur 6
och 7 visar nivaerna av apixaban respektive LMH och den rdda linjen visar det lagsta méatbara vardet for
respektive analys. Vardena av normala populationen ligger under det liagsta tillforlitliga vardet.



Analys av normalpopulation for apixaban
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Diskussion

I den hir studien har vi utvarderat en analysmetod for detektion av anti-FXa aktivitet i plasma hos
patienter behandlade med apixaban eller LMH, med hjidlp av kromogen substratmetod. For att
utviardera metoden har vi utfort olika steg som bestod av: repeterbarhet, mellanliggande precision,
overensstimmelse med validerad metod och detektionsgrins. Studien har utforts i Lanssjukhuset Ryhov
Jonkoping.

Metodvalidering

Avsikten med validering ar att utvirdera en metod, vilket kan resultera i en form av intyg som visar att
metoden ar lamplig, att man kan lita pa att metoden uppnér givna 6nskemaél och att metoden ar korrekt
i forhéllande till de krav man har(16). Under studien har upprepade mditningar gjorts for att
dokumentera och dérefter kunna validera metoden. Validering brukar utforas en gang vid ny insittning
av en metod. Det viktigaste under metodutvecklingen ligger framst pé att bestimma och eliminera
betydelsefulla systematiska effekter. Fordelen ar att de flesta visentliga osdkerhetskillor kan
identifieras(15, 16). Vid bedomning av metodernas métnoggrannhet pé laboratorier anvinds vanligen
CV som visar hur stort en SD ar i forhallande till ett x (17).

Repeterbarhet

Repeterbarhet utfors for att analysera den variation som kan finnas vid en matmetod. Repeterbarhet
innebar att upprepade méitningar utfors under helt lika forhallanden (15). Analys av repeterbarhet var
den forsta delen i valideringen. Repeterbarheten utfordes 6ver en kort tid, med samma forutsattningar
dir reagenser, tid, instrument, material och temperatur holls samma vilket medger till mindre
spridning. Resultatet for repeterbarhet for apixaban presenteras i Tabell 1. Den laga och héga QC
variationskoefficient for apixaban 1ag pa 8,17 respektive 1,42. Den laga och hoga QC variationskoefficient
for LMH lag pé 2,19 respektive 2,56. Resultatet har bedémts genom att medelviardet av de upprepade
analysera jaimforts med griansviardena. Alla viarden har varit godkdnda eftersom virdena ligger inom
gransvirdena. CV % har anvints for att se hur stort en SD ér i forhéllande till ett X, resultatet for CV% i
den hir studien avser skillnad nir det géller analys av apixaban. Spridningen ar stérre nar det géiller
apixaban, dock har alla prover bearbetats pA samma sétt och utforts under samma férhéllande, det kan
bero pa att LMH analys har hoger stabilitet 4n apixaban analys (Overldkare vid lanssjukhuset Ryhov,
Sone Nilsson, sone.nilsson@rjl.se).

Mellanliggande precision

Naésta steg i valideringsprocessen utgjordes av analys av mellanliggande precision, skillnad mellan
repeterbarhet och mellanliggande precision ar att mellanliggande precision avser dndringen i en eller
flera faktorer for att se hur stabil metoden ar, andringen ar i t.ex. tid, operator och utrustning (15). I
denna studien har tiden varierats och matningarna har utférts med 4 timmars skillnad under fem dagar.
Fordelen med att analysera tidsfaktorn vid mellanliggande precision, ar att man utfér matningar som
det verkligen ser ut i rutinen eftersom d& utfors mitningarna under hela dygnet. P4 sé sétt kan man se
hur stabil metoden ar och kontrollerna reagensers héllbarhet. Resultatet for mellanliggande precision
redovisas i Tabell 2. For att bed6ma resultatet har medelviardet av de upprepade analysera jamforts med
gransviardena. Alla varden har varit inom tillditna gransviarde darfor ar resultatet godkénd. Den 14ga och
hoga QC variationskoefficient for apixaban lag pa 7,16 respektive 1,01. Den ldga och héga QC
variationskoefficient for LMH 1ag pa 3,27 respektive 2,03. Hogre variationskoefficient har visats hos
apixaban jamfort med LMH. Variationen bland kontroller med 1aggransvarde ar hogre beror pa att den
laga kontrollen paverkas vid experimentella fel eftersom de handlar om sma méngder. Det beror dven
pa att likemedlet apixaban #r instabil (Overlikare vid linssjukhuset Ryhov, Sone Nilsson,
sone.nilsson@rjl.se).
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Overensstammelse med validerad metod

For overrensstimmelse med validerad metod anvidndes patientprover frdn Linképing, Malmo och
Goteborg. Patientproverna har analyserats bade i ursprungslaboratoriet och pa Ryhovs laboratorium,
klinisk kemi. Genom att gora denna jaimforelse, kan man se hur nara resultatet frin Jonkopings
laboratorium ligger till referensviarden frin de tidigare validerade metoderna. Provresultaten for
apixaban har bearbetats med hjilp en icke parametrisk test som Related-Samples Wilcoxon Signed Rank
Test som visade ingen signifikant skillnad mellan provresultaten frén Jonkopings laboratoriet och andra
laboratorier dar P virdet var 0,121. Anledning till att en icke parametrisk test anvindes var att provantal
ar valdigt liten och darfor forutsétter vi inte en normalfordelning. Ingen signifikant skillnad visades for
LMH analys vid jamforelse av provresultat frdn Jonkopings laboratoriet och andra laboratorier, P virdet
var 0,303 i Pairsampel Paired-Samples T-test. Det visade ingen signifikant skillnad, alltsd métningen
ger samma resultat men det kan bli vildigt lite variation orsakad av experimentella faktorer som bland
annat hantering av prover.

Provresultaten analyserades dven genom linjir regression och korrelationsanalys. Regressionsanalys
anvands for att uppticka systematiska avvikelser mellan variabler (17). Regressionskoefficient for
apixaban och LMH var 0,95 respektive 0,99 vilket visar att det finns ett samband mellan metoden
i Ryhov och de tidigare validerade metoderna. Perfekta Gverensstimmelse ses da
regressionskoefficienten visar 1, regressionskoefficienten for apixaban och LMH ir vildigt nédra 1
darfor konstateras metoden ha en samband mellan metoden i Ryhovs och de validerade
metoderna. Resultatet for apixaban hade dock storre spridning jamfort med LMH, det kan bero pa
att antalet prover som analyserades var fiarre jamfort med LMH, vilket kan resultera till en
osdkerhet i datan.

Korrelationsanalys anvinds for att visa graden av samband mellan tva variabler(17).
metodoverensstimmelse studerades hur metoden i Ryhov férhéller sig till andra validerade
metoder, korrelationskoefficienten for bade apixaban och LMH visar 0,995. Da bada
korrelationskoefficienter visar positiv varde, tolkas det pé en positiv korrelation mellan metoderna. En
korrelations virde pé +1 indikeras som perfekt korrelation.

Enligt farmaceutiska specialiteter i Sverige for Fragmin® uppnés det maximala likemedelseffekt
(LMH) 2—4 timmar efter given dos (18). Enligt Siemens healthcare (Efficient monitoring of heparin
therapy by anti Xa assays) ar stabiliteten hos citrat plasmaprov for heparinméitning begransad till 4
timmar i rumstemperatur efter provtagning. Patientens endogena antitrombinkoncentration kan
paverka mitningsresultat eftersom méatmetoden dr beroende av antitrombinkoncentration. Anti-Xa kan
bli lagre an 6nskat vid lagre antitrombinkoncentration i férhallande till given dos. Resultaten beror dven
pa dosens storlek, njurfunktionen och provtagningstid i forhéallande till LMH- injektion (18). Vid analys
av patientprover for LMH har vissa prover varit under det lagsta tillforlitliga viardet, 0.14 IU/ml, se Figur
5. Detta kan bero pa fel provtagningstid eller fel provhantering. Ligre lakemedelsdos kan dven vara en
orsak till att vardet ar under det lagsta tillforlitliga varde. Eftersom informationen om dosens storlek
och dosens administreringstid var inte tillganglig under studien gar det inte att med sdkerhet bestimma
orsaken till varfor visa provresultat har hamnat under gransen. Vissa prover har visat avvikelser mellan
Jonkopings laboratorium och andra laboratorium (se figur 4, 5), detta kan bero pa mitfel, forvaxling
mellan prover eller fel provhantering. Provensresultat kan bli falskt for 1dg/h6g om det hanteras fel vid
bl.a. centrifugering eller nedfrysning. Repor pa kyvetterviggarna, anvindning av andra reagenser och
andra matmetoder kan orsaka till skillnad i 6verensstimmelse mellan Jonkopings laboratorium och
andra laboratorium(19).

Analys av normalpopulation

Analys av normalpopulation gjordes med syfte att kontrollera mét sdkerheten, prover fran obehandlade
individer analyserades med Onskan att inte 6verstiger det lagsta tillforlitliga virden som leverantéren
har angivet. Resultat av normalpopulation for LMHs samtliga prover var > 0,03 IU/ml medan f6r
apixaban lig alla virden >6,05 mg/l. Enligt leverantoren ar det minsta matbara vardet for LMH 0,14
IU/ml och 10 mg/1 for apixaban. Alla varden for respektive analys 14g under det lagsta tillforlitliga
vardet. Alla virden som ar under tillforlitlighetsgrins anses vara noll eftersom metoden inte kan méta
enda ner till noll, det bero pa att kalibreringskurvan som anvéndes &r stilld till den minsta pavisbara
varden och inte stilld till noll.
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I vanliga fall finns inget heparin eller apixaban i plasman. Utifran ett méatsikerhetsperspektiv gar det
inte att hdvda att de uppmatta virdarna som erhélls d4r en uppméitt koncentration av LMH eller
apixaban, enligt leverantéren kan mitmetoden for apixaban och LMH endast mita till 10 mg/1
respektive 0,14 IU/ml och inte enda ner till noll. Provresultaten fran normalpopulation kan bero pé
annat som matts i bakgrunden som ger absorbans vid samma vaglingd, 405 nm.

Slutsatser

Aktiviteten av anti-fXa kan med god sikerhet analyseras genom kromogen substratmetod med
instrumentet Sysmex CS-2100 pa lanssjukhuset Ryhov, Jonkoping. DA resultat fran repeterbarhet,
mellanliggande precisioner, 6verrensstimmelse med validerad metod och analys av normalpopulation
visat att ingen statistisk skillnad foreligger, vilket gor att analysmetoden apixaban och LMH kan
implementeras i klinisk rutin. For att ta reda p& analysmetodens detektionsgrans och sdkerstilla det
lagsta mitbara vardet bor dock ytterligare studier utforas.

Omnamnanden

Slutligen vill vi tacka kliniskt kemilaboratoriet vid Lanssjukhuset Ryhov, Jonkoping. Ett sarskilt tack till
vara handledare Susanne Karlsson och Sandra Karlsson.
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