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Forord 
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Sammendrag 

De siste årene har bruken av nye direkte orale antikoagulerende (DOAK) legemidler økt 

betraktelig til forebygging av in vivo-koagulasjon. Rivaroksaban, apiksaban og edoksaban er 

tre av dem. Ved akutt økt blødningsrisiko er det ønskelig å kunne utrede blødningsfare hos 

disse pasientene. St. Olavs hospital ønsker å etablere en øyeblikkelig-hjelp analyse som kan 

brukes i disse tilfellene.  

 

De mest brukte koagulasjonsanalysene, som aktivert partiell tromboplastintid (APTT) og 

protrombintid-internasjonal normalisert ratio (PT-INR), egner seg ikke til bestemmelse av 

blødningsfare ved bruk av DOAK-medikamenter. Anti-FXa-aktivitetsanalyse kan imidlertid 

benyttes for å undersøke koagulasjonsevne hos pasienter som tar DOAK-legemidler. Ved St. 

Olavs hospital benyttes en metode for å bestemme anti-FXa-aktivitet kun hos pasienter som 

behandles med heparin. Hensikten med prosjektet var å utrede om denne heparinkalibrerte 

metoden for anti-FXa-aktivitet også kan benyttes for pasienter som mottar behandling med 

rivaroksaban, apiksaban og edoksaban.  

 

Plasma fra fire friske, frivillige givere ble tilsatt kjente konsentrasjoner av de tre ulike 

legemidlene. Hver stamløsning ble så fortynnet til fortynningsrekker som dekket hele 

måleområdet til analysen. Hver av disse fortynningene ble analysert tre ganger for anti-FXa-

aktivitet på ACL Top 750 LAS-instrumentet.  

 

Resultatene viste at anti-FXa-aktivitet steg ved økt konsentrasjon av DOAK-legemidlene. Det 

ble brukt en polynom trendlinje som beste tilpasning til forholdet. Statistisk analyse av 

parallellene og den inter-individuelle variasjonen mellom giverne konkluderte med at 

presisjon og riktighet var god, og avvikene ikke var medisinsk signifikante.  

 

Dette forsøket viste at metoden for anti-FXa-aktivitet, som St. Olavs hospital bruker til 

utredning av pasienter som behandles med heparin, også kan benyttes med høy grad av 

pålitelighet ved bestemmelse av akutt blødningsfare hos pasienter som bruker DOAK-

legemidler. 
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Abstract 

In recent years the use of direct oral anticoagulants (DOACs) has increased substantially. 

Rivaroxaban, apixaban and edoxaban are three of them. In cases of acute increased risk of 

bleeding (heavy bleeding, emergency operations or suspicions of overdose) the ability to 

assess the risk of bleeding is medically significant. St. Olav’s Hospital has a wish to establish 

an analytic method useful in these circumstances.  

 

The most widely used coagulation assays such as APTT and PT-INR are not suitable for 

determining the risk of substantial bleeding in patients who use DOACs. The anti-FXa 

activity, however, is reliable also in these patients. At St. Olav’s Hospital the anti-FXa 

activity is only used to determine risk of bleeding in patients treated with heparin. This project 

aims to evaluate if this heparin-calibrated method can be used in patients taking rivaroxaban, 

apixaban and edoxaban too.  

 

Controlled concentrations of the three DOACs were added to plasma from four healthy 

volunteers. Each solution was then diluted with more plasma to create a series of dilutions, 

which together covered the whole measurement range of the assay. The anti-FXa activity of 

each dilution was measured three times using the ACL Top 750 LAS instrument. 

 

The results show that the anti-FXa activity increases as the DOACs’ concentrations increase. 

The relationship was not linear, and a polynomial trend line was therefore used as the best 

approximation to the relationship. Statistical analysis of the different parallels and inter-

individual variation between the plasma donors concluded that the precision and accuracy was 

satisfactory, and the deviations were not medically significant.  

 

The conclusion for this project showed that the method for measuring anti-FXa activity 

currently in use at St. Olav’s Hospital for patients treated with heparin is also reliable in 

determining acute risk of bleeding in patients taking DOACs.



 

iv 

Innholdsfortegnelse 

Forord .......................................................................................................................................... i 

Sammendrag ............................................................................................................................... ii 

Abstract ..................................................................................................................................... iii 

Forkortelser ............................................................................................................................... vi 

Innledning ................................................................................................................................... 1 

1.1 Koagulasjonssystemet ...................................................................................................... 1 

1.2 Koagulasjonsfaktor X ....................................................................................................... 2 

1.3 Faktor Xa-hemmende legemidler ..................................................................................... 3 

1.3.1 Hvorfor hemme faktor Xa? ........................................................................................ 3 

1.3.2 Rivaroksaban, apiksaban og edoksaban ..................................................................... 3 

1.3.3 Midler som reverserer effekten av FXa-hemmere ..................................................... 5 

1.4 Hvordan kvantifisere blødningsrisiko? ............................................................................. 5 

1.5 Problemstilling .................................................................................................................. 6 

Materiale og metode ................................................................................................................... 7 

2.1 Prinsipp for analyse av anti-FXa-aktivitet ........................................................................ 7 

2.2 Materiale (prøvemateriale, kalibrator, kontroll, reagenser, utstyr) ................................... 7 

2.2.1 Prøvemateriale ........................................................................................................... 7 

2.2.2 Kalibrator, kontroll, reagenser og utstyr .................................................................... 8 

2.3 Fremgangsmåte for måling av anti-FXa-aktivitet ............................................................ 8 

2.3.1 Kontroll av reagens .................................................................................................... 9 

2.3.2 Analysering av prøver ................................................................................................ 9 

2.3.3 Statistisk bearbeiding ................................................................................................. 9 

Resultater .................................................................................................................................. 10 

3.1 Resultat fra målinger av anti-FXa-aktivitet i plasma med rivaroksaban ........................ 10 

3.2 Resultat fra målinger av anti-FXa-aktivitet i plasma med apiksaban ............................. 12 

3.3 Resultat fra målinger av anti-FXa-aktivitet i plasma med edoksaban ............................ 14 



 

v 

3.4 Krav til kontroll av reagens ............................................................................................ 16 

3.5 Vurdering av paralleller .................................................................................................. 17 

3.6 Repeterbarhet over tid .................................................................................................... 22 

Diskusjon og konklusjon .......................................................................................................... 26 

4.1 Diskusjon av resultater fra analyse av anti-FXa-aktivitet............................................... 26 

4.1.1 Drøfting av metodevalg ........................................................................................... 26 

4.1.2 Statistisk vurdering av anti-FXa-aktivitet-metodens egnethet ................................. 27 

4.1.3 Vurdering av kontrollresultatene fra anti-FXa-analysen ......................................... 29 

4.1.4 Mulig videreføring av prosjektet ............................................................................. 30 

4.2 Konklusjon ...................................................................................................................... 30 

Referanser ................................................................................................................................. 31 

Vedlegg .................................................................................................................................... 34 

6.1 Vedlegg 1: Oppgaveskrivet fra AMB ............................................................................. 34 

6.2 Vedlegg 2: Reagensvedlegg HemosIL Liquid anti-Xa ................................................... 37 

6.3 Vedlegg 3: Internt notat, «Sammenhengen mellom anti-Xa-aktivitet og konsentrasjon av 

Xa-hemmere», St. Olavs hospital, AMB .............................................................................. 40 

6.4 Vedlegg 4: Prosedyre for anti-FXa-aktivitetsanalyse ved St. Olavs hospital, AMB ..... 45 

6.5 Vedlegg 5: Kalibratorvedlegg HemosIL Heparin Calibrators ........................................ 51 

6.6 Vedlegg 6: Kontrollvedlegg HemosIL LMW Heparin Controls .................................... 52 

6.7 Vedlegg 7: Kontrollvedlegg HemosIL UF Heparin Controls ........................................ 53 

6.8 Vedlegg 8: Utvalg av instrumentutskriftene fra anti-FXa-aktivitetsanalyse .................. 54 

6.9 Vedlegg 9: Kontrollgrenser for anti-FXa-aktivitetsanalyse ved St. Olavs hospital, AMB

 .............................................................................................................................................. 56 

6.10 Vedlegg 10: Resultater fra anti-FXa-aktivitetsanalyse av kontrollmateriale ............... 57 

6.11 Vedlegg 11: Kvalitetskontrollregler for anti-FXa-aktivitet ved St. Olavs hospital, 

AMB ..................................................................................................................................... 61 

 



 

vi 

Forkortelser 

% CV     Variasjonskoeffisient i prosent 
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AKF     Avdeling for klinisk farmakologi 

AMB     Avdeling for medisinsk biokjemi 

APTT     Aktivert partiell tromboplastintid 
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DOAK     Direkte orale antikoagulerende 

FII, FV, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI, FXII, FXIII Faktor II, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, 

XIII 

FVa, FVIIa, FVIIIa, FIXa, FXa, FXIIa  Aktivert faktor V, VII, VIII, IX, X, XII 

IU/mL     Internasjonal enhet pr. milliliter 

KI     Konfidensintervall 

LAS      Laboratory Automation System 

nM     nanomol/liter 

PT-INR    Protrombintid-internasjonal normalisert ratio 

TF     Tissue factor 

TFPI     Tissue factor pathway inhibitor 

TRC     Toronto Research Chemicals  

vWF     Von Willebrands faktor 

Ø-hjelp    Øyeblikkelig hjelp 
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Innledning 

1.1 Koagulasjonssystemet 

Koagulasjonssystemet er et komplekst system som er en del av hemostasen. Det stopper 

blødning ved skadestedet mens det opprettholder normal blodsirkulasjon i resten av kroppen 

[1]. Hemostasen inndeles i flere trinn. Det første trinnet, den primære hemostasen, omfatter 

trombocyttene og deres evne til adhesjon, aktivering, sekresjon og aggregering som til slutt 

danner en plateplugg [2]. Det andre trinnet, den sekundære hemostasen, kan igjen inndeles i 

flere elementer: det ytre, det indre og det kombinerte koagulasjonssystem. Systemet består av 

en kaskade av serinproteaser som fører til spalting av løselig fibrinogen til fibrin ved hjelp av 

trombin. Kryssbinding av fibrin danner et uløselig nettverk av fibrintråder ved skadestedet. 

Det tredje trinnet i hemostasen er fibrinolyse. Dette bidrar til å forhindre koagulasjon i 

normale blodkar ved feilaktig aktivering av koagulasjonssystemet. Fibrinolysen løser også 

opp fibrinnettverket under tilhelingsprosessen av en karskade [1]. 

 

Det ytre koagulasjonssystemet aktiveres ved eksponering av tissue factor (TF)-uttrykkende 

celler i blodet eller ved skade på karveggen som blottlegger TF i vevet. TF uttrykkes i vevets 

fibroblaster og glatte muskelceller [3]. TF og aktivert faktor VII (FVIIa) danner et ekstrinsisk 

tenase-kompleks i en reaksjon som er avhengig av kalsium. Dette aktiverer faktor IX (FIX) og 

faktor X (FX). FIXa aktiverer også FX dersom kofaktoren aktivert faktor VIII (FVIIIa) er til 

stede. Aktiverte trombocytter uttrykker bindingssteder for FVIIIa. FVIII sirkulerer i blodet i 

kompleks med von Willebrands faktor (vWF). Faktor II (FII) løsriver FVIII fra vWF, slik at 

det er tilgjengelig i sin aktive form. Deretter bindes FIXa til FVIIIa og katalyserer dermed 

omdanning av FX til FXa [2]. Når det først er aktivert, vil FXa virke som en 

enzymkomponent i protrombinase [1]. 

 

Det indre koagulasjonssystemet foregår parallelt med det ytre systemet. En trombinaktivering 

av faktor XII (FXII) initieres av FXIIa, et plasmaprotein, en serinprotease og faktor XI (FXI). 

Resultatet blir aktivering av FXI, som i likhet med FVIIa videre aktiverer FIX [3]. 
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Siden intrinsisk tenase aktiverer FX ved en ratio som er 50-100 ganger større enn ekstrinsisk 

tenase, spiller det en kritisk rolle i amplifiseringen av FXa og tilhørende trombingenerasjon. 

Derfor er intrinsisk tenase kritisk i reproduksjonen av koagulasjonskaskaden [2]. 

          

I det kombinerte koagulasjonssystemet vil FXa, sammen med kofaktor faktor V (FV), 

vevsfosfolipider, platefosfolipider og kalsium, danne et protrombinase-kompleks. Dette 

enzymkomplekset omdanner protrombin til trombin, som videre spalter sirkulerende 

fibrinogen til uløselig fibrin og aktiverer faktor XIII (FXIII). Denne faktoren kryssbinder 

fibrinpolymere inkorporert i platepluggen. Det har nå blitt dannet et fibrinnettverk som 

stabiliserer platepluggen [3]. 

 

1.2 Koagulasjonsfaktor X 

Faktor X er en vitamin K-avhengig serinprotease som er en del av kroppens 

koagulasjonssystem. Proteinet har en molekylvekt på 59 kDa, syntetiseres i leveren og 

sirkulerer i plasma som et molekyl bestående av to karbonkjeder bundet sammen av en 

disulfidbinding [4, 5]. Når kalsiumioner er til stede, vil FXa danne et fosfolipidbundet 

kompleks med en kofaktor, FVa. Dette kalles protrombinase-komplekset og aktiverer 

protrombin mer effektivt enn hva fri FXa gjør alene. Aktiveringen av protrombin foregår ved 

hydrolysering av to peptidbindinger. I tillegg kan FXa aktivere FV og FVIII, og FVII. 

Dermed deltar faktoren i positiv feedback som amplifiserer clot-prosessen [6].  

 

For å oppnå effektiv binding av FX/FXa til membraner, kreves det at fosfatidylserin 

eksponeres på den ytre overflaten. Dette skjer når vesikler frigjøres fra aktiverte trombocytter. 

Fosfatidylserin forflyttes til den ytre overflaten av en fosfolipid-scramblase når trombocyttene 

aktiveres. Slik reguleres binding av FX/FXa til bestemte celletyper ut fra deres funksjonelle 

tilstand [6]. 
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Fri faktor Xa kan raskt inhiberes av serineprotease-inhibitorer i blodomløpet som følge av 

spalting av at en del av inhibitoren blir eksponert. Spaltingen fører til dannelse av et kovalent-

bundet kompleks og inhibering av enzymatisk aktivitet. Andre naturlige inhibitorer av FXa 

inkluderer tissue factor pathway inhibitor (TFPI) [6]. 

 

1.3 Faktor Xa-hemmende legemidler 

1.3.1 Hvorfor hemme faktor Xa? 

Enkelte sykdommer og kirurgi gir økt risiko for trombosedannelse [2, 7]. Eksempler på slike 

tilstander er personer med venetromber eller atrieflimmer [8]. Dette medfører et behov for 

stoffer ut over de naturlige inhibitorene til koagulasjonskaskaden. Slike medikamenter brukes 

for å forebygge blant annet lungeemboli og hjerneslag i utsatte pasientgrupper [9]. 

 

Det finnes flere legemidler på markedet som hemmer koagulasjonen, både direkte og 

indirekte. Inntil nylig har bruk av indirekte antikoagulerende midler vært mest utbredt, fordi 

disse var de eneste på markedet. Warfarin er det mest brukte indirekte antikoagulerende 

legemidlet. Dette legemidlet krever hyppige terapikontroller. En av fordelene ved direkte 

antikoagulerende legemidler er at de ikke krever slike kontroller. Dette kan gjøre behandling 

med direkte orale antikoagulerende (DOAK) medikamenter kostnadseffektivt, selv med 

høyere kostnad på dagsdoser enn warfarin. Andre fordeler ved DOAK-midler sammenliknet 

med warfarin er at effekten deres i liten grad påvirkes av andre legemidler og matvarer [10]. 

Pasienter med atrieflimmer som tar direkte FXa-hemmende stoffer har også påvist lavere 

risiko for hjerneslag, blødning og død enn pasienter som tar warfarin [11]. Rivaroksaban, 

apiksaban og edoksaban utgjør tre av de mest brukte DOAK-midlene [12, 13]. 

 

1.3.2 Rivaroksaban, apiksaban og edoksaban 

Rivaroksaban er et lite organisk molekyl med molar masse 435,882 g/mol [14]. Dette 

molekylet er en konkurrerende inhibitor; det binder seg direkte til både fritt og klot-bundet 

FXa og hindrer dermed faktorens katalytiske aktivitet. Dette inhiberer dannelsen av 

protrombinase-komplekset som er nødvendig for å omdanne FII til FIIa. Fordi ett aktivt FXa-

molekyl kan bidra til dannelsen av over 1000 molekyler FIIa, er inhibering av denne faktoren 

en effektiv måte å dempe amplifiseringen av trombindannelse i koagulasjonskaskaden. 
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Rivaroksabans virkningsmekanisme er ikke avhengig av ATIII, [7, 9, 15] i motsetning til 

andre antikoagulerende legemidler på markedet (f.eks. heparin) [16]. 

 

Inntak av rivaroksaban er oralt med én daglig dose. Dette skiller legemidlet fra de ofte brukte 

behandlingene med ufraksjonert og lavmolekylært heparin, som tilføres intravenøst. Den 

biologiske tilgjengeligheten til oralt administrert rivaroksaban er 80%. Høyeste 

plasmakonsentrasjon nås 2-3 timer etter inntak. Opptaket forbedres hvis legemidlet tas 

sammen med et måltid. Halveringstiden til medikamentet er avhengig av bl.a. alder, nyre- og 

leverfunksjon. I friske, unge personer er plasmakonsentrasjonen halvert innen 5 til 9 timer, i 

eldre personer er halveringstiden mellom 11 og 13 timer. Warfarin har en mye lenger 

halveringstid på ca. 40 timer, noe som gjør effekten av glemte doser eller doser tatt til litt feil 

tidspunkt relativt lav. For rivaroksaban betyr halveringstiden at dosering til riktig tid er viktig 

for å forsikre seg om tilstrekkelig effekt [10]. Omtrent en tredjedel av legemidlet skilles ut av 

nyrene uforandret. Resten brytes ned til inaktive metabolitter i leveren, hvorav halvparten 

utskilles gjennom nyrene og resten i avføring.  

 

Apiksaban er i likhet med rivaroksaban et relativt lite molekyl, med molar masse på 459,457 

g/mol [11]. Dette molekylet binder også FXa direkte i både fri og klot-bundet form, og har 

dermed samme virkningsmekanisme som rivaroksaban også dette legemiddelet inntas oralt, 

men krever to daglige doser. Ved oral administrasjon har apiksaban 50% biologisk 

tilgjengelighet, med høyeste plasmakonsentrasjon etter 3-4 timer. Halveringstiden er omtrent 

12 timer, hvor 27% utskilles uforandret gjennom nyrene og resten brytes ned i leveren til 

metabolitter som utskilles i avføringen [2]. 

 

Edoksaban er også et relativt lite molekyl, med molar masse på 548,06 g/mol. Molekylet har 

samme virkningsmekanisme som rivaroksaban og apiksaban, og også dette tas oralt [17]. Den 

biologiske tilgjengeligheten er på 62%, med høyeste plasmakonsentrasjon etter 1-2 timer. 

Halveringstiden til edoksaban er 10-14 timer, hvor omtrent halvparten utskilles uforandret 

gjennom nyrene og resten brytes ned i leveren og utskilles i avføringen som metabolitter [2, 

12, 18, 19]. 
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1.3.3 Midler som reverserer effekten av FXa-hemmere 

I noen tilfeller kan det være nødvendig å reversere FXa-hemmerenes effekt. Dette kan være 

akutte blødninger, forberedelse til operasjon eller annen behandling som medfører økt 

blødningsrisiko [20]. Det finnes flere slike reverserende midler. Ett av disse stoffene er 

andexanet alfa [2]. Stoffet består av en rekombinant variant av FXa som ikke er aktiv som 

katalysator for koagulasjonskaskaden. Denne inaktive varianten av FXa har sterkere affinitet 

for FXa-hemmerene enn vanlig FXa, og konkurrerer derfor med aktiv FXa i binding med 

FXa-hemmeren. Dette gir flere ubundne aktive FXa-molekyler som kan bidra til 

koagulasjonen [21]. Andexanet alfa virker som reverserende middel mot både rivaroksaban, 

apiksaban og edoksaban [2]. 

 

Ciraparantag er et annet reverserende middel mot FXa-inhibitorer. Dette er et lite, syntetisk 

molekyl som binder blant annet rivaroksaban, apiksaban og edoksaban, slik at deres 

antikoagulerende effekt inhiberes. Ciraparantag er fortsatt under utvikling [2]. 

 

Ulempene med reverserende midler mot direkte FXa-hemmere er at de er svært kostbare [22], 

og med få alternativer på markedet [10]. Det er derfor ønskelig å kunne vurdere 

blødningsrisiko for pasienter som tar rivaroksaban, apiksaban eller edoksaban i akutte 

situasjoner, slik at bruken av reverserende midler blir så begrenset som mulig. Per dags dato 

har St. Olavs hospital ingen rutineanalyse for vurdering av akutt blødningsrisiko hos pasienter 

som tar rivaroksaban, apiksaban eller edoksaban, og sykehuset vil gjerne etablere en slik 

analyse (Vedlegg 1). 

 

1.4 Hvordan kvantifisere blødningsrisiko? 

Publisert dokumentasjon om blødningsrisiko ved behandling med FXa-hemmere er basert på 

konsentrasjonen av legemidlene [23], men dette er ikke en analyse som kan innføres som Ø-

hjelp-analyse. Grunnen til dette er at Avdeling for klinisk farmakologi (AKF), som utfører 

disse analysene, ikke har døgnåpent. I tillegg utfører avdelingen kun slike analyser to ganger i 

uken og gir ut svarene påfølgende dag [24].  
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Tradisjonelle koagulasjonsanalyser som protrombintid-internasjonal normalisert ratio (PT-

INR) og aktivert partiell tromboplastintid (APTT), egner seg ikke ved bestemmelse av effekt 

av direkte reversible FXa-inhibitorer. Dette er raske og billige analyser som er tilgjengelig i 

mange laboratorier og egner seg godt til beregning av effekt for indirekte antikoagulerende 

midler som warfarin, men ved bruk av DOAK-midler er PT-INR og APTT ikke sensitive nok 

til å gi pålitelige resultater [25]. Grunnen til dette er at koagulasjonsfaktorene gir 

uregelmessige svar, fordi deres anti-FXa-aktivitet påvirkes i ulik grad ved screening- og 

koagulasjonstester, avhengig av oppbygning av reagenser og type koagulometer [26-29].  

 

I tillegg kan en del kliniske tilstander påvirke klot-dannelse, for eksempel leversykdom, 

medfødt faktordefekt eller tilstedeværelse av antifosfolipid-antistoffer [30]. Konsentrasjoner 

av de ulike koagulasjonsfaktorene kan måles falskt for lave avhengig av type og 

restkonsentrasjon av DOAK i korrelasjon med prøvetakingstidspunkt og inntak av 

medikament [31]. I tillegg kan tilførende medikament påvirke analyseresultatet. For eksempel 

kan rivaroksaban føre til falskt for høy ATIII-aktivitet (tidsavhengig) når en FX-basert 

analyse benyttes [32]. 

 

Kromogene eller immunologiske analyser foretrekkes, fordi det er påvist at de gir et pålitelig 

bilde av koagulasjonsevnen til pasienter som behandles med rivaroksaban, apiksaban og 

edoksaban [33]. Ulempen med disse metodene er at de er kostbare og ikke like utbredt på 

medisinske laboratorier som analysene for monitorering av warfarinbehandling [10]. Ved St. 

Olavs hospital brukes kromogen aktivitetsmåling av FXa som Ø-hjelps-analyse for pasienter 

som behandles med heparin [34]. Det er ikke spesifikke Ø-hjelp-analyser for aktivitetsmåling 

av FXa hos pasienter som tar rivaroksaban, apiksaban og edoksaban. Sykehuset ønsker at 

dette prosjektet utreder bruk av denne metoden også hos pasienter som mottar DOAK-midler.  

 

1.5 Problemstilling 

Kan anti-FXa-aktivitet brukes som rutineanalyse ved Ø-hjelp-utredning av blødningsrisiko på 

prøver av pasienter som tar rivaroksaban, apiksaban eller edoksaban? 
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Materiale og metode 

2.1 Prinsipp for analyse av anti-FXa-aktivitet 

Måling av anti-FXa-aktivitet gjøres ved hjelp av en direkte kromogen analyse. Først tilsettes 

prøvematerialet et overskudd av FXa. FXa-hemmere i prøvematerialet vil binde en mengde 

FXa proporsjonal med konsentrasjonen til legemiddelet. Gjenværende FXa blir så kvantifisert 

ved tilsats av et syntetisk kromogent substrat som hydrolyseres av fritt FXa. Ett av de 

resulterende stoffene er fargestoffet paranitroanilin. Dette kvantifiseres kinetisk gjennom 

fotometrisk analyse ved 405 nm og er omvendt proporsjonal med konsentrasjonen til FXa-

hemmeren i prøvematerialet (Vedlegg 2) [18].  

 

2.2 Materiale (prøvemateriale, kalibrator, kontroll, reagenser, utstyr) 

2.2.1 Prøvemateriale 

Det ble brukt plasma fra fire friske frivillige (giver 1-4). Til sammenlikning ble det brukt 

resultater fra et internt prosjekt ved Avdeling for medisinsk biokjemi (AMB) utført høsten 

2018 med en giver (giver 5) (Vedlegg 3). 9 mL citratrør ble brukt, slik at forholdet ble 1 del 

0,1 M Na-citrat + 9 deler blod. Citratblod ble sentrifugert ved 2200 G i 15 minutter ved 

romtemperatur. Plasma ble avpipettert med ca. 1 cm restvolum for å unngå kontaminering av 

trombocytter. Materialet er holdbart i 4 timer usentrifugert. Avpipettert plasma er holdbart i  

-20 °C fryser i 2 uker. 

 

Avpipettert prøvemateriale ble alikvotert: ca. 30 mL i et 50 mL plastrør og 3 x 8 mL i 12 mL 

plastrør. De tre 12 mL rørene ble lagt rett i -80°C. 50 mL-røret ble fraktet til AKF, hvor 

legemiddelstamløsningene ble fremstilt.  

 

Legemiddelbruksløsninger av rivaroksaban, apiksaban og edoksaban ble fremstilt på forhånd 

av Astrid Dahn ved AKF. Rivaroksabanbruksløsningen hadde konsentrasjon på 40 µM 

(Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada). Apiksabanbruksløsningen hadde 

konsentrasjon på 50 µM (TRC). Edoksabanbruksløsningen hadde konsentrasjon på 50 µM 

(ALSACHIM, Illkirch-Graffenstaden, Frankrike). Alle bruksløsningene ble løst i acetonitril 

(ACN).  
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4 mL plasma ble pipettert i 5 mL målekolber. 50 µL legemiddelbruksløsning ble tilsatt, og 

plasma ble fylt opp til streken. Stamløsningene ble overført til glassbeholdere og deretter fryst 

ved -80°C. 

  

Rivaroksabanstamløsningene (400 nM) og en alikvot av det legemiddelfrie plasmaet fra hver 

giver ble tint ved å legge rørene i varmebad (37 °C) i cirka 10 minutter. Når løsningene hadde 

tint, ble de lagt på vippe i ca. 2-3 minutter. Deretter ble 1000 µL av stamløsningen blandet 

med 1000 µL legemiddelfritt plasma til en 1:2 fortynning. Fortynningen ble gjentatt tre 

ganger til for sluttkonsentrasjoner på 200 nM, 100 nM, 50 nM og 25 nM (Vedlegg 1). En 

prøve med ufortynnet legemiddelstamløsning og en prøve legemiddelfritt plasma ble også 

inkludert i det endelige analyseoppsettet. 

 

Apiksaban- og edoksabanstamløsningene (500 nM) ble tint og fortynnet med samme 

fremgangsmåte som rivaroksabanstamløsningen (Vedlegg 1). 

 

2.2.2 Kalibrator, kontroll, reagenser og utstyr 

Det ble brukt HemosIL Heparin Calibrators (Instrumentation Laboratory, Bedford, MA) som 

kalibratormateriale. Kontrollene til analysen var HemosIL LMW Heparin Controls 

(Instrumentation Laboratory) og HemosIL UF Heparin Controls (Instrumentation 

Laboratory). HemosIL Liquid Anti-Xa ble benyttet som reagenser. Analysene ble utført på 

ACL Top 750 LAS (Laboratory Automation System) (Instrumentation Laboratory). For 

ytterligere informasjon angående reagens, prøvemateriale, kalibrator og kontroll, se 

henholdsvis vedlegg 2, vedlegg 4-7. 

 

2.3 Fremgangsmåte for måling av anti-FXa-aktivitet 

Analysen av anti-FXa-aktivitet ble utført på ACL Top 750 LAS. Kalibrering ble utført av 

fagbioingeniør for analysen.  
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2.3.1 Kontroll av reagens 

Beholdere med kontroll-tørrstoff til HemosIL LMW Heparin Controls (Instrumentation 

Laboratory) og HemosIL UF Heparin Controls (Instrumentation Laboratory), ble tatt ut av 

kjølerom og satt på benk for å oppnå romtemperatur. Så ble tørrstoffet løst i 1000 µL vann og 

lagt på vippe. Dette ble utført av bioingeniøransvarlig. UF Heparin Control og LMW Heparin 

Control ble analysert i to nivå, høyt og lavt. UF Heparin Control-kontrollene ble analysert i to 

paralleller, etter prosedyren fra St. Olavs hospital. Dette ga til sammen 6 kontroll-analyser. 

Kontrollverdier ble vurdert opp mot avdelingens egne grenseverdier for kontrollen og 

godkjent av fagbioingeniør. Hvert flaskesett med reagens ble kontrollert som beskrevet over. 

Totalt ble 12 sett med reagens benyttet.  

 

2.3.2 Analysering av prøver 

Legemiddelstamløsningene og giverplasma ble tint etter at kontrollene ble godkjent. Den 

ferdig fortynnede analyserekken for hver giver ble analysert på instrumentet. Tre paralleller 

av hver prøve ble analysert. Alikvoter av de ufortynnede legemiddelstamløsningene og hver 

fortynning ble analysert samme dag som fortynningsrekkene ble satt opp.  

 

2.3.3 Statistisk bearbeiding 

Rådata ble bearbeidet ved beregning av gjennomsnitt og % CV (Microsoft Excel 2016 

16.0.11601.20130, Microsoft Corporation, USA og Google Sheets 2019, Google LLC, USA). 

Resultatene ble fremstilt grafisk i figur 1-3 og 5-10 som et fit plot punktdiagram med 

kvadratisk estimering av 95% KI og trendlinje (Stata/MP 15.1, StataCorp LLC, USA). 

Standardavviket og 95% KI for standardavviket ble beregnet med «confidence interval of a 

SD»-kalkulator (Google Sheets og GraphPad 8, GraphPad Software Inc., USA). Figur 4 

fremstiller dette i et linjediagram (Google Sheets). Sammenlikning av de fire plasmagiverne 

ble utført ved hjelp av Friedman-test hvor P-verdi <0,05 vurderes som statistisk signifikant 

(MedCalc19.03, MedCalc Software, Belgia). 
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Resultater 

AMB ved St. Olavs hospital har en metode for kvantifisering av anti-FXa-aktivitet for 

pasienter som behandles med heparin. Hensikten med dette prosjektet var å undersøke om 

denne metoden også kan benyttes for pasienter som behandles med rivaroksaban, apiksaban 

og edoksaban. Fortynninger av DOAK-legemiddelstamløsninger og legemiddelfritt plasma fra 

fire ulike givere ble analysert på ACL Top 750 LAS for å utrede metodens egnethet.  

 

Analysen viser at økt konsentrasjon DOAK-legemidler gir økt anti-FXa-aktivitet. Resultatene 

er oppgitt i IU/mL, som er den standardiserte benevningen for anti-FXa-aktivitet. Resultater 

med verdi lavere enn 0,1 IU/mL gis ut som <0,1 IU/mL og verdier høyere enn 2,0 gis som 

>2,0 IU/mL fordi måleområdet er 0,1-2,0 IU/mL (Vedlegg 3). 

 

3.1 Resultat fra målinger av anti-FXa-aktivitet i plasma med rivaroksaban 

Hensikten med legemiddelundersøkelsen var å utrede om den heparin-tilpassede anti-FXa-

aktivitet-metoden også kan benyttes for pasienter som behandles med rivaroksaban. 

Fortynninger av DOAK-legemiddelstamløsningen og legemiddelfritt plasma fra fire ulike 

givere ble analysert på ACL Top 750 LAS for å utrede metodens egnethet. Analysen viser at 

anti-FXa-aktivitet øker polynomialt med økt rivaroksabankonsentrasjon.  

 

Tabell 1 viser resultatene fra anti FXa-aktivitetsanalyse av plasmaløsning ved ulike 

fortynninger med rivaroksaban. Et utvalg av rådataene fra instrumentutskriftene finnes i 

vedlegg 8. Legemiddelfritt plasma fra alle fire givere ble også analysert sammen med 

rivaroksabanløsningene. Disse viser neglisjerbar anti-FXa-aktivitet (under måleområdet). Det 

er også beregnet gjennomsnitt og % CV mellom de tre parallellene.  
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Tabell 1: Tabellen viser avlest anti-FXa-aktivitet i IU/mL i tre paralleller for 
fortynningsrekkene med rivaroksaban og legemiddelfritt plasma fra de fire ulike giverne. 
Prøvene ble analysert på ACL Top 750 LAS. Det er også beregnet gjennomsnitt og % CV.  

Prøve ID 
Anti-FXa-aktivitet (IU/mL) Beregnede verdier 

Parallell 1 Parallell 2 Parallell 3 Gjennomsnitt % CV 

P1 Legemiddelfritt <0,10 <0,10 <0,10     

P1 400 nM 1,67 1,66 1,61 1,65 1,95 

P1 200 nM 0,68 0,66 0,65 0,66 2,30 

P1 100 nM 0,30 0,30 0,30 0,30 0,00 

P1 50 nM 0,15 0,16 0,17 0,16 6,25 

P1 25 nM 0,11 0,09 0,08 0,09 16,37 

P2 Legemiddelfritt <0,10 <0,10 <0,10     

P2 400 nM 1,64 1,69 1,71 1,68 2,15 

P2 200 nM 0,73 0,71 0,70 0,71 2,14 

P2 100 nM 0,32 0,31 0,32 0,32 1,82 

P2 50 nM 0,16 0,16 0,17 0,16 3,53 

P2 25 nM 0,09 0,11 0,10 0,10 10,00 

P3 Legemiddelfritt <0,10 <0,10 <0,10     

P3 400 nM 1,67 1,67 1,61 1,65 2,10 

P3 200 nM 0,73 0,69 0,67 0,70 4,39 

P3 100 nM 0,32 0,34 0,31 0,32 4,72 

P3 50 nM 0,18 0,18 0,16 0,17 6,66 

P3 25 nM 0,13 0,09 0,11 0,11 18,18 

P4 Legemiddelfritt <0,10 <0,10 <0,10     

P4 400 nM 1,60 1,68 1,73 1,67 3,93 

P4 200 nM 0,67 0,71 0,71 0,70 3,31 

P4 100 nM 0,33 0,31 0,32 0,32 3,13 

P4 50 nM 0,20 0,18 0,17 0,18 8,33 

P4 25 nM 0,10 0,11 0,09 0,10 10,00 

 

Figur 1 viser forholdet mellom rivaroksabankonsentrasjon i plasmaløsningen og den målte 

anti-FXa-aktiviteten. Den plottede anti-FXa-aktiviteten ved hver konsentrasjon er 

gjennomsnittet av resultatene fra alle fire givere. Forholdet er nesten lineært, da doblet 

konsentrasjon gir omtrent doblet aktivitet. Det er likevel brukt en polynom trendlinje for å gi 
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best tilpasning av resultatene. 95% KI for trendlinjen er markert som et grått felt rundt linjen. 

Korrelasjonen mellom punktene og den beregnede linjen er høy, og dette er derfor en god 

tilnærming av forholdet.  

 

Figur 1: Grafisk fremstilling av forandring i anti-FXa-aktivitet ved økende 
rivaroksabankonsentrasjon. Den plottede anti-FXa-aktiviteten ved hver konsentrasjon er 
gjennomsnittet av resultatene fra alle fire givere.  

 

3.2 Resultat fra målinger av anti-FXa-aktivitet i plasma med apiksaban 

Formålet med denne undersøkelsen var å utrede om den heparin-tilpassede anti-FXa-aktivitet-

metoden også kan benyttes for pasienter som behandles med apiksaban. Fortynninger av 

DOAK-legemiddelstamløsningen og legemiddelfritt plasma fra fire ulike givere ble analysert 

på ACL Top 750 LAS for å utrede metodens egnethet. Analysen viser at anti-FXa-aktivitet 

øker polynomialt med økt apiksabankonsentrasjon.  
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Tabell 2 viser resultatene fra anti FXa-aktivitetsanalyse av plasmaløsning med apiksaban i 

ulike fortynninger. Et utvalg av rådataene fra instrumentutskriftene finnes i vedlegg 8. Det er 

også beregnet gjennomsnitt og % CV mellom de tre parallellene.  

 

Tabell 2: Tabellen viser avlest anti-FXa-aktivitet i IU/mL i tre paralleller for 
fortynningsrekkene med apiksaban fra de fire ulike giverne. Prøvene ble analysert på ACL 
Top 750 LAS. Det er også beregnet gjennomsnitt og % CV. 

Prøve ID 
Anti-FXa aktivitet (IU/mL) Beregnede verdier 

Parallell 1 Parallell 2 Parallell 3 Gjennomsnitt % CV 

P1 500 nM 1,89 1,97 1,88 1,91 2,58 

P1 250 nM 0,81 0,86 0,88 0,85 4,24 

P1 125 nM 0,41 0,39 0,39 0,40 2,91 

P1 62,5 nM 0,21 0,23 0,21 0,22 5,33 

P1 31,25 nM 0,10 0,13 0,11 0,11 13,48 

P2 500 nM 1,81 1,85 1,94 1,87 3,57 

P2 250 nM 0,86 0,84 0,87 0,86 1,78 

P2 125 nM 0,40 0,38 0,40 0,39 2,94 

P2 62,5 nM 0,22 0,20 0,20 0,21 5,59 

P2 31,25 nM 0,11 0,11 0,12 0,11 5,09 

P3 500 nM 1,80 1,85 1,76 1,80 2,50 

P3 250 nM 0,85 0,80 0,80 0,82 3,53 

P3 125 nM 0,37 0,38 0,37 0,37 1,55 

P3 62,5 nM 0,19 0,19 0,17 0,18 6,30 

P3 31,25 nM 0,10 0,10 0,12 0,11 10,83 

P4 500 nM 1,90 1,83 1,96 1,90 3,43 

P4 250 nM 0,84 0,83 0,86 0,84 1,81 

P4 125 nM 0,39 0,39 0,37 0,38 3,01 

P4 62,5 nM 0,22 0,18 0,18 0,19 11,95 

P4 31,25 nM 0,10 0,12 0,11 0,11 9,09 

 

Figur 2 viser forholdet mellom anti-FXa-aktivitet og apiksabankonsentrasjon. Samme 

fremgangsmåte for fremstilling av figuren ble brukt som i figur 1. Korrelasjonen mellom 

punktene og den beregnede linjen er høy, og dette er derfor en god tilnærming av forholdet. 
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Figur 2: Grafisk fremstilling av forandring i anti-FXa-aktivitet ved økende 
apiksabankonsentrasjon. Den plottede anti-FXa-aktiviteten ved hver konsentrasjon er 
gjennomsnittet av resultatene fra alle fire givere. 

 

3.3 Resultat fra målinger av anti-FXa-aktivitet i plasma med edoksaban 

Hensikten med denne legemiddelundersøkelsen var å utrede om den heparin-tilpassede anti-

FXa-aktivitet-metoden også kan benyttes for pasienter som behandles med edoksaban. 

Fortynninger av DOAK-legemiddelstamløsningen og legemiddelfritt plasma fra fire ulike 

givere ble analysert på ACL Top 750 LAS for å utrede metodens egnethet. Analysen viser at 

anti-FXa-aktivitet øker polynomialt med økt edoksabankonsentrasjon.  

 

Tabell 3 viser resultatene fra anti FXa-aktivitetsanalyse av plasmaløsning med edoksaban i 

ulike fortynninger. Et utvalg av rådataene fra instrumentutskriftene finnes i vedlegg 8. Det er 

også beregnet gjennomsnitt og % CV mellom de tre parallellene. 
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Tabell 3: Tabellen viser avlest anti-FXa-aktivitet i IU/mL i tre paralleller for 
fortynningsrekkene med edoksaban fra de fire ulike giverne. Prøvene ble analysert på ACL 
Top 750 LAS. Det er også beregnet gjennomsnitt og % CV. 

Prøve ID 
Anti-FXa aktivitet (IU/mL) Beregnede verdier 

Parallell 1 Parallell 2 Parallell 3 Gjennomsnitt % CV 

P1 500 nM 1,89 1,80 1,83 1,84 2,49 

P1 250 nM 0,83 0,80 0,83 0,82 2,11 

P1 125 nM 0,39 0,37 0,37 0,38 3,07 

P1 62,5 nM 0,18 0,20 0,19 0,19 5,26 

P1 31,25 nM 0,13 0,10 0,11 0,11 13,48 

P2 500 nM 1,89 1,86 1,85 1,87 1,12 

P2 250 nM 0,85 0,77 0,81 0,81 4,94 

P2 125 nM 0,36 0,35 0,36 0,36 1,62 

P2 62,5 nM 0,20 0,18 0,18 0,19 6,19 

P2 31,25 nM 0,13 0,10 0,11 0,11 13,48 

P3 500 nM 1,79 1,78 1,68 1,75 3,48 

P3 250 nM 0,77 0,85 0,80 0,81 5,01 

P3 125 nM 0,39 0,36 0,35 0,37 5,68 

P3 62,5 nM 0,18 0,18 0,17 0,18 3,27 

P3 31,25 nM 0,10 0,10 0,09 0,10 5,97 

P4 500 nM 1,88 1,81 1,69 1,79 5,36 

P4 250 nM 0,79 0,85 0,79 0,81 4,28 

P4 125 nM 0,37 0,39 0,37 0,38 3,07 

P4 62,5 nM 0,20 0,20 0,17 0,19 9,12 

P4 31,25 nM 0,13 0,10 0,12 0,12 13,09 

 

Figur 3 viser forholdet mellom anti-FXa-aktivitet og edoksabankonsentrasjon. Samme 

fremgangsmåte for fremstilling av figuren ble brukt som i figur 1 og 2. Korrelasjonen mellom 

punktene og den beregnede linjen er høy, og dette er derfor en god tilnærming av forholdet. 
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Figur 3: Grafisk fremstilling av forandring i anti-FXa-aktivitet ved økende 
edoksabankonsentrasjon. Den plottede anti-FXa-aktiviteten ved hver konsentrasjon er 
gjennomsnittet av resultatene fra alle fire givere. 

 

3.4 Krav til kontroll av reagens 

Analysens riktighet vurderes ved hjelp av kontrollmateriale med kjent konsentrasjon. To 

kontroller i to nivå ble analysert og vurdert av fagansvarlig bioingeniør. Kontrollkravene 

utgjør grunnlaget for vurderingen av kontrollenes riktighet.  

 

Instrumentation Laboratory oppgir forventede % CV og sanne verdier i reagensvedlegget, 

men anbefaler at hvert laboratorium utvikler sine egne grenser ved analyse på sine 

instrumenter. Grensene for analyser på ACL Top 750 LAS i bruk ved St. Olavs hospital 

finnes i vedlegg 9. Verdiene for kontrollene brukt i denne oppgaven er gjengitt i tabell 4.  
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Tabell 4: UF Heparin Controls og LMW Heparin Controls oppgitte krav for anti-FXa-
aktivitetsanalyse ved St. Olavs hospital. 

Kontrollnavn Tillatt % CV Sann verdi 
(gjennomsnitt) 

Grenseverdier 

UF H Low 7,0 0,39 0,31-0,47 
UF H High 4,0 0,66 0,57-0,75 
LMW Low 3,0 0,66 0,58-0,74 
LMW High 2,0 1,52 1,37-1,67 

 

Kontrollene ble analysert i henhold til avdelingens eksisterende metode. LMW Heparin 

Control ble kun kjørt en gang og det ble analysert to paralleller av UF Heparin Control. 

Kontrollresultatene i vedlegg 10 ligger innenfor oppgitte grenseverdier som vist i tabell 4 

(grenseverdier). Beregnet % CV for de ulike kontrollene er lavere enn presisjonskravet som er 

satt for analysene (Vedlegg 11). Dermed er analysens presisjon innenfor godkjente krav.  

 

Til å vurdere kontrollene over tid, har AMB utarbeidet egne kontrollregler i samarbeid med 

fagansvarlig lege. Disse reglene utarbeides når en ny lot tas i bruk. Konsentrasjon for hvert 

kontrollnivå, tilhørende standardavvik og % CV beregnes, og grenseverdier for kontrollene 

bestemmes. Det forventes en liten forandring, da hver lot vil variere. I tillegg er anti-FXa-

analyser kompliserte og analyseres veldig sjelden. Dermed er det få prøver til analysering og 

grenser for standardavvik og % CV påvirkes. En vurdering utføres hver tredje måned, der 

man blant annet ser på om de ulike målingene følger en trend. Dersom beregnede verdier 

avviker betydelig fra tidligere, vil tiltak bli utført i samarbeid med fagansvarlig lege.  

 

3.5 Vurdering av paralleller 

Parallellene fra anti-FXa-aktivitetsanalysen av de ulike fortynningene av 

legemiddelstamløsningene, ble sammenliknet for å vurdere analysens presisjon. 

Sammenhengen mellom parallellene ble vurdert både ved repeterbarhet og inter-individuell 

variasjon. Repeterbarheten ble kontrollert ved å analysere tre paralleller av hver plasmagiver 

for hver konsentrasjon av DOAK-midler. Den inter-individuelle variasjonen ble undersøkt 

ved bruk av plasma fra fire ulike givere for hvert legemiddel. 
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For å kvantifisere repeterbarheten ble % CV, standardavviket og 95% KI for standardavviket 

brukt. Analyseresultatene for rivaroksaban ble brukt som et representativt eksempel ved 

vurdering av standardavviket, da samme trender ble observert for apiksaban og edoksaban. % 

CV øker ved lavere konsentrasjon, da samme absoluttfeil utgjør høyere % avvik for lavere 

verdier (tabell 1-3).  

 

Standardavviket og øvre og nedre grense for 95% KI for standardavviket er illustrert i figur 4. 

Giver 1 er plassert lengst til venstre ved hver konsentrasjon. Diagrammet viser at 

standardavviket, og dermed 95% KI, er størst ved høye konsentrasjoner. Konsentrasjonene i 

midten av utvalget har lavest standardavvik, før det stiger litt ved de laveste konsentrasjonene.  

 

Figur 4: Grafisk fremstilling av standardavviket mellom parallellene til de fire giverne fra 
analyse av rivaroksaban. Giver 1 lengst til venstre ved hver konsentrasjon. Øvre og nedre 
grense til 95% KI for standardavviket indikeres ved vertikale linjer.  
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For å kvantifisere signifikansen til de inter-individuelle forskjellene ble Friedman-test brukt. 

Resultatene fra denne analysen er oppgitt i tabell 5. P-verdier hvor P<0,05 ansees som 

statistisk signifikant, men dette betyr ikke nødvendigvis at forskjellen er klinisk signifikant. 

Ved statistisk analyse ble det oppnådd signifikante P-verdier for målinger av rivaroksaban og 

apiksaban (merket i grønt i tabell 5). Ved analysering av giverplasma tilsatt rivaroksaban, 

skilte P1 seg ut fra resten. Når det gjaldt apiksaban, var flere givere signifikant ulike 

hverandre. Edoksaban hadde en høyere P-verdi, og ulikhetene her er derfor ikke statistisk 

signifikante.  

 

Tabell 5: Resultater fra Friedman-test av inter-individuell variasjon med statistisk 
signifikante P-verdier merket i grønt.  

 
Rivaroksaban Apiksaban Edoksaban 

P-verdi 0,02085 0,00381 0,05051 

Variabel Forskjellig fra variabel nr. 

P1 P2, P3, P4 P3, P4 - 

P2 P1 P3 P3, P4 

P3 P1 P1, P2 P2 

P4 P1 P1 P2 

 

I figur 5, 6 og 7 er forskjellen i anti-FXa-aktivitet mellom de fire giverne for alle tre 

legemidler fremstilt grafisk. Trendlinjen representerer gjennomsnittet av de fire giverne. Den 

visuelt observerte inter-individuelle forskjellen er svært liten for alle legemidlene. 
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Figur 5: Grafisk fremstilling av forandring i anti-FXa-aktivitet mellom de ulike giverne ved 
økende rivaroksabankonsentrasjon.  
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Figur 6: Grafisk fremstilling av forandring i anti-FXa-aktivitet mellom de ulike giverne ved 
økende apiksabankonsentrasjon.  
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Figur 7: Grafisk fremstilling av forandring i anti-FXa-aktivitet mellom de ulike giverne ved 
økende edoksabankonsentrasjon.  

 

3.6 Repeterbarhet over tid 

Repeterbarheten sier noe om analysens stabilitet og pålitelighet over tid. Resultater fra ulike 

år og forskjellige reagens-lot ble vurdert. Figur 8, 9 og 10 viser anti-FXa-aktivitet hos giver 1-

5 ved ulike legemiddelkonsentrasjoner. Analyse av giver 1-4 ble utført til dette prosjektet i 

2019. Resultatene fra giver 5 (Vedlegg 3) stammer fra et internt prosjekt utført ved St. Olavs 

hospital i 2018. Det ble benyttet ulike konsentrasjoner ved analyse av giver 5 for rivaroksaban 

og edoksaban, men resultatene kan sammenlignes grafisk. Figurene viser at anti-FXa-aktivitet 

ble målt lavere ved tilsvarende konsentrasjon i 2018 enn i 2019.  
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I figur 8 overlapper ikke 90% KI for giver 5 ved ca. 275 nM med 95% KI for giver 1-4. I figur 

9 ligger tre av punktene for giver 5 nedenfor KI for giver 1-4. I figur 10 overlapper 90 %KI 

for giver 5 med 95% KI for giver 1-4, men alle punktene ligger i underkant av trendlinjen.  

 

Figur 8: Grafisk fremstilling av anti-FXa-aktivitet ved ulike konsentrasjoner av rivaroksaban 
med prøver fra giver 1-5. 
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Figur 9: Grafisk fremstilling av anti-FXa-aktivitet ved ulike konsentrasjoner av apiksaban 
med prøver fra giver 1-5. 
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Figur 10: Grafisk fremstilling av anti-FXa-aktivitet ved ulike konsentrasjoner av edoksaban 
med prøver fra giver 1-5.  
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Diskusjon og konklusjon 

4.1 Diskusjon av resultater fra analyse av anti-FXa-aktivitet 

Ettersom det kommer flere DOAK-legemidler på markedet, er det viktig å utrede om aktuelle 

metoder med tilhørende kalibrator, kontroller og reagens kan benyttes for dem. DOAK-

legemidlene som denne oppgaven omhandler, virker ved å inhibere FXa. Dette fører til en 

redusert trombinmengde i koagulasjonskaskaden [35]. Normalt er ikke kontroll av DOAK-

legemidlers effekt nødvendig. I spesielle tilfeller som store blødninger, operasjon eller ved 

mistanke om forgiftning, er det imidlertid ønskelig med en Ø-hjelp-analyse for vurdering av 

blødningsrisiko hos pasienter som tar DOAK-midler (Vedlegg 1). 

 

4.1.1 Drøfting av metodevalg  

Valg av metode vurderes ut fra eksisterende kunnskap om heparinkalibrert anti-FXa-analyse 

og DOAK-legemidler. Resultatene viser at økt konsentrasjon av antikoagulerende 

medikamenter gir en økt anti-FXa-aktivitet. Metoden som ble benyttet til bestemmelse av 

anti-FXa-aktivitet i denne oppgaven, er tilpasset pasienter som får heparinbehandling. 

Heparin har en annen virkningsmekanisme enn rivaroksaban, apiksaban og edoksaban ved at 

heparin virker indirekte via ATIII [16]. Reagensene brukt til anti-FXa-analysen på St. Olavs 

hospital er egnet for analyse av anti-FXa-aktivitet i citratplasma som inneholder DOAK-

legemidler (Vedlegg 2).  

 

Ved universitetssykehuset i Oslo brukes en egen kontroll og kalibrator til anti-FXa-

aktivitetsanalyse av hvert legemiddel [36]. Dette er også metoden reagensvedlegget (Vedlegg 

2) tar utgangspunkt i. Kontrollene og kalibratorene til hvert legemiddel er dyre, og har kort 

holdbarhet. De kan heller ikke fryses. St. Olavs hospital ønsker derfor å bruke metoden med 

kalibrator og kontroll for plasma som inneholder heparin. Tidligere forsøk har vist at metoden 

for måling av heparin ved bruk av enten UFH eller LMWH kalibreringer kan brukes til å 

påvise tilstedeværelse av DOAK-medikamenter, men man må ta forbehold ved bruk av denne 

metoden til estimering av legemiddelkonsentrasjon [37].  
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En in vivo studie av DOAK-legemidlers påvirkning på anti-FXa-aktiviteten viste at forventet 

aktivitet var mellom 0,00 og 3,65 IU/mL for rivaroksaban, og mellom 0,02 og 3,18 IU/mL for 

apiksaban [38]. Da analysen i bruk ved St. Olavs hospital har måleområde mellom 0,10 og 

2,00 IU/mL, kan noen prøver fra pasienter som regelmessig tar disse medikamentene, trenge 

fortynning før deres anti-FXa-aktivitet kan bestemmes nøyaktig (Vedlegg 4). DOAK-

legemidler i påvisbare konsentrasjoner vil utgjøre en risiko i de situasjonene der anti-FXa-

aktivitet er ønsket som Ø-hjelp-analyse. Anti-FXa-aktivitet over deteksjonsgrensen for 

analysen indikerer signifikant konsentrasjon av DOAK-medikamenter hos pasienten. Anti-

FXa-aktivitet under måleområdet (<0,1 IU/mL) vil med høy grad av sikkerhet utelukke 

signifikant påvirkning fra eventuelle DOAK-legemidler pasienten har inntatt. Ved behov for 

en øyeblikkelig vurdering av blødningsrisiko, er formålet å raskt avgjøre om pasienten 

risikerer et stort blodtap eller ikke. Da vil ikke nøyaktig DOAK-legemiddel-konsentrasjon 

være relevant for å fortsatt ha klinisk nytteverdi. Resultater >2,00 IU/mL vil med høy 

sikkerhet indikere en stor grad av påvirkning på pasientens blødningsrisiko fra medikamentet 

[37].  

 

4.1.2 Statistisk vurdering av anti-FXa-aktivitet-metodens egnethet 

Ulike statistiske verktøy ble benyttet for å vurdere anti-FXa-aktivitet-metodens egnethet til 

utredning av blødningsrisiko hos pasienter som tar DOAK-legemidler. Forholdet mellom anti-

FXa-aktivitet og konsentrasjonen av medikamentene er ikke lineært, og det ble derfor brukt 

en polynom trendlinje som tilpasning til kurven. Innen-serie-presisjon, reproduserbarhet og 

inter-individuell variasjon ble vurdert. Metodens presisjon og reproduserbarhet er rimelig god. 

Den medisinske veilederen vurderte den inter-individuelle variasjonen som ikke klinisk 

signifikant.  

 

Behovet for bruk av en polynom trendlinje betyr at forholdet mellom anti-FXa-aktivitet og 

konsentrasjon av DOAK-legemidler ikke er lineært. Med en polynom trendlinje blir 

korrelasjonen høy nok til å si at linjen er en god tilpasning til resultatene.  

 

I det interne notatet fra St. Olavs hospital (Vedlegg 3) ble fire paralleller for hver 

konsentrasjon analysert. Det ble etter dette forsøket bestemt at tre paralleller var nok til å gi en 
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rimelig god indikasjon på analysens presisjon, med minimale kostnader. Derfor ble det kun 

målt tre paralleller i dette forsøket. Presisjonskravene (Vedlegg 11) til avdelingen er tilpasset 

20 paralleller, og % CV fra analysering av de tre parallellene er derfor ikke sammenliknbare 

med disse kravene. Derfor ble det beregnet standardavvik mellom parallellene og 95% KI for 

standardavvikene, fremstilt i figur 4. Denne viser at verdiene i midten av måleområdet har 

lavest variasjon. Dette indikerer at målinger av anti-FXa -aktivitet er mest pålitelige og stabile 

i midten av måleområdet. Presisjonen til analysen som ble utført i forbindelse med dette 

prosjektet ble vurdert av faglig ansvarlig bioingeniør som rimelig god innenfor analysens 

måleområde. 

 

Friedman-testen avgjorde at den inter-individuelle variasjonen er statistisk signifikant med P-

verdi <0,05 for både rivaroksaban og apiksaban (tabell 5). Den medisinske veilederen for 

dette prosjektet konkluderte imidlertid med at denne variasjonen ikke var det minste 

medisinsk signifikant. Den inter-individuelle variasjonen kan derfor sees bort ifra for denne 

analysen. Edoksaban har hverken statistisk eller medisinsk signifikant variasjon mellom 

giverne.  

 

Anti-FXa-aktivitetsanalysens repeterbarhet over tid ble vurdert ved sammenlikning av 

resultater fra det interne notatet utført i 2018 (Vedlegg 3) med resultatene oppnådd i dette 

prosjektet. Dette er fremstilt grafisk i figur 8-10. Figurene viser at 90% KI for enkelte punkter 

fra 2018-resultatene ikke overlapper med 95% KI for trendlinjen til 2019-resultatene. Disse 

avvikene kan ikke forklares kun ved inter-individuell variasjon mellom giverne. Bytte av 

reagens- eller kalibrator-lot kan ha innvirkning på måling av anti-FXa-aktivitet. Forsøkene ble 

utført av ulike personer med mulig annen arbeidsmåte ved forskjellige konsentrasjoner. 

Prøvene fra 2018 be også lagret over lenger tid enn prøvene til dette prosjektet. Holdbarheten 

til plasma til anti-FXa-aktivitet er ikke godt undersøkt over 2 uker i -20 °C (Vedlegg 4), men 

prøvene til 2018-forsøket ble lagret i over 5 måneder (Vedlegg 3). Det kan derfor ikke 

avgjøres med sikkerhet hvor stabil analysen er over tid, og det bør gjøres videre forsøk for å 

bestemme dette om ønsket.  Forskjellen som observeres i figur 8-10 er imidlertid liten nok til 

å vurderes som medisinsk ubetydelig, uansett årsak.  
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4.1.3 Vurdering av kontrollresultatene fra anti-FXa-analysen 

Kontrollmateriale med kjent konsentrasjon ble benyttet for å vurdere analysens riktighet. 

Analysen av anti-FXa-aktivitet ble kontrollert ved bruk av to ulike kontroller i to nivå hver; 

UF Heparin (low/high) Control og LMW Heparin (low/high) Control.  Disse ble vurdert av 

fagansvarlig bioingeniør. Kontrollkravene i delkapittel 3.4 utgjør grunnlaget for vurderingen 

av kontrollenes riktighet.  

 

Kontrollresultatene som ble registrert var innenfor godkjente grenseverdier (tabell 4) og ga 

beregnede % CV verdier innenfor presisjonskravet (Vedlegg 11). I kontrollkortet til UF 

Heparin Low Control (Vedlegg 7) observeres det en jevn fordeling av verdier i området 

mellom 0 og -1SD. Det observeres at resultatene fra UF Heparin High Control (Vedlegg 7) 

fordeler seg både over og under 0 i området ±1SD i kontrollkortet. Dette tyder på god 

presisjon og riktighet ved at verdiene havner nær konsentrasjonene for nivå 1 og 2 (Vedlegg 

11).  

 

Kontrollkortet til LMW Heparin Low Control (Vedlegg 6) viste en større fordeling av 

analyseresultatene. Skalering på instrumentutskriften (Vedlegg 10) førte til at enkelte 

kontrollresultater ikke er vist på kontrollkort. Det samme ble observert i figuren til LMW 

Heparin High Control, hvor flertallet av målingene ikke vises, som betyr at de avviker mer 

enn ±3SD fra konsentrasjon i nivå 1 og 2 (Vedlegg 11). Samlet % CV for begge kontrollene 

ble godkjent av fagansvarlig bioingeniør.  

 

AMB utførte en utskifting av reagens-lot og kalibrator-lot før disse analysene ble utført. 

Verdiene som brukes til målverdier av kontrollene er de samme som ved forrige lot. Det er 

verdt å bemerke at konsentrasjonen til kontrollene kan variere mellom hver lot, så 

målverdiene er ikke nødvendigvis helt sann verdi. Derfor kan kontrollkortene være 

misvisende, og fagansvarlig bioingeniør bør vurdere analysens riktighet. Fagansvarlig 

bioingeniør for anti-FXa-aktivitetsanalysen godkjente kontrollresultatene til dette prosjektet.  
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4.1.4 Mulig videreføring av prosjektet 

En begrensning ved denne oppgaven er at det kun ble brukt plasma som var tilsatt 

legemiddelløsninger in vitro. Disse plasmagiverne bruker ikke DOAK-legemidler til vanlig. 

Denne metoden er en godt etablert fremgangsmåte, men vil ikke direkte angi tilstand in vivo 

[39]. Den vil likevel gi et innblikk i relativ sensitivitet mellom legemiddelkonsentrasjon og 

anti-FXa-aktivitet [37]. Det forventes at in vitro-tilstanden godt representerer tilstanden in 

vivo, da metabolittene til de tre DOAK-legemidlene er påvist inaktive [2]. Ved ny analyse kan 

det vurderes å inkludere prøver fra personer som tar disse legemidlene, slik at man får direkte 

oversikt over in vivo-situasjonen. Det ville vært ønskelig å inkludere in vivo-prøver fra 

pasienter som tar DOAK-legemidler også i denne rapporten, men det ble ikke gjort fordi 

prøvene ikke var tilgjengelige for analysering innen fristen for oppgaveinnlevering. 

 

4.2 Konklusjon 

Pasienter som behandles med de FXa-hemmende legemidlene rivaroksaban, apiksaban og 

edoksaban trenger ikke å gå til regelmessige terapikontroller, men ved akutt økt 

blødningsrisiko er det ønskelig å kunne utrede blødningsfare. De mest brukte 

koagulasjonsanalysene, som APTT og PT-INR, egner seg ikke til bestemmelse av 

blødningsfare hos disse pasientene [25]. Anti-FXa-aktivitetsanalyse kan imidlertid benyttes 

for å undersøke koagulasjonsevne hos pasienter som tar DOAK-legemidler [33]. Ved St. 

Olavs hospital benyttes en metode for å bestemme anti-FXa-aktivitet hos pasienter som 

behandles med heparin.  

 

Hensikten med dette prosjektet var å utrede om denne heparinkalibrerte metoden for anti-

FXa-aktivitet også kan benyttes for pasienter som mottar behandling med rivaroksaban, 

apiksaban og edoksaban. Resultatene viste at denne metoden kan benyttes med høy grad av 

pålitelighet for å bestemme akutt blødningsfare hos disse pasientene. Det bør imidlertid 

forbehold ved bruk av denne metoden med hensyn til nøyaktig bestemmelse av 

legemiddelkonsentrasjon. 
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Vedlegg 
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6.2 Vedlegg 2: Reagensvedlegg HemosIL Liquid anti-Xa 

 

 

 

Vedlegg 2: Reagensvedlegg HemosIL Liquid anti-

Xa, side 1 av 3 



 

38 

 

Vedlegg 2: Reagensvedlegg HemosIL Liquid anti-

Xa, side 2 av 3 



 

39 

 

Vedlegg 2: Reagensvedlegg HemosIL Liquid anti-

Xa, side 3 av 3 



 

40 

6.3 Vedlegg 3: Internt notat, «Sammenhengen mellom anti-Xa-aktivitet og konsentrasjon av 

Xa-hemmere», St. Olavs hospital, AMB 
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6.4 Vedlegg 4: Prosedyre for anti-FXa-aktivitetsanalyse ved St. Olavs hospital, AMB 
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6.5 Vedlegg 5: Kalibratorvedlegg HemosIL Heparin Calibrators 
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