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FAGLIG // RIVAROXABAN

Måling af det blodfortyndende 
lægemiddel Rivaroxaban  i 
plasma
Ved brug af analysemetoden Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry 
sammenlignet med en funktionel analyse på ACL TOP
De orale antikoagulerende midler (NOAK) har vist sig at have 
en række fordele, og i flere tilfælde kan de erstatte behandlin-
gen med vitamin K-antagonister. Men der kan dog være be-
hov for målinger, der viser koncentrationen af NOAK i blodet. 
Dette bachelorprojekt har undersøgt målingen af lægemidlet 
Rivaroxaban. Studiet viser, at det er muligt at måle Rivaroxa-
ban-koncentrationen i plasma med analysemetoden Liquid 
Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS). 
Men ved metodesammenligning ses, at det er problematisk at 
måle koncentrationer over 500 µg/L med en funktionel analy-
se på ACL TOP. 

Baggrund
Ifølge Lægemiddelstyrelsen er mindst 100.000 patienter i 
Danmark i behandling med antikoagulerende lægemidler 
(AK-behandling); oftest er det vitamin K-antagonister, fx War-
farin (1). Vitamin K-antagonister bevirker, at koagulationsfak-
torerne II, VII, IX og X ikke er aktive, og vitamin K-antagonister 
har derfor effekt flere steder i koagulationskaskaden (2). Ho-
vedparten af patienterne er i behandling på grund af trombo-
serisiko i forbindelse med kronisk atrieflimren. Det estimeres, 
at mere end 50.000 danskere har atrieflimren, og antallet er 
støt stigende. Antallet forventes at være tredoblet i 2050, hvor 
en af årsagerne er befolkningens stigende gennemsnitsalder. 
Atrieflimren kan føre til apopleksi og hjerteinsufficiens og er 
skyld i ca. 25 % af alle apopleksitilfælde (3).

 På trods af at vitamin K-antagonister har været i brug læn-
ge, er der en risiko for alvorlige bivirkninger og blødninger for-
bundet med overdosering af lægemidlerne. Samtidig påvirkes 
vitamin K-antagonisternes virkning betydeligt af andre læge-
midler og fødevarer. Der er derfor behov for løbende monitore-
ring af koagulationssystemet med INR-bestemmelser (1,4).

Nye orale antikoagulerende midler
I det sidste årti er der frigivet nye orale antikoagulerende mid-
ler (NOAK), som hver især hæmmer én enkelt koagulationsfak-
tor. I flere tilfælde kan NOAK erstatte vitamin K-antagonister 
og har en række fordele, fx et bredere terapeutisk vindue, fast 
dosering, virkningen påvirkes ikke af kosten og andre læge-

midler, og det er ikke nødvendigt med løbende monitorering 
af behandlingen (4).

 På trods af det manglende behov for løbende monitorering 
er der i nogle tilfælde alligevel et behov for at kunne bestem-
me koncentrationen af NOAK i blodet. Fx i forbindelse med 
større operationer og ved mistanke om overdosering, som kan 
have alvorlige følger, hvis det ikke opdages i tide (5,6). Der er 
gennemført flere studier, som belyser, hvordan de almindeligt 
brugte koagulationsanalyser påvirkes af NOAK. Samlet set vi-
ser studierne, at det ikke er muligt at benytte almene koagula-
tionsanalyser til monitorering af patienter i behandling med 
NOAK (7,8,9). Derfor er der behov for en analysemetode, som 
kan give information om NOAK’s effekt på koagulationssyste-
met eller give et kvantitativt mål for lægemiddelkoncentratio-
nen i plasma.

 Et eksempel på NOAK er Rivaroxaban, som hæmmer koagu-
lationsfaktor Xa (KFXa). Studier har undersøgt forskellige ana-
lysemetoder til koncentrationsbestemmelse af Rivaroxaban, 
hvor specielt to analysemetoder har vist sig anvendelige. Den 
ene analysemetode er massespektrometri kombineret med 
væskekromatrografi, en analysemetode, som er anerkendt for 
sin høje sensitivitet og specificitet (10). Den anden analyseme-
tode er kromogene assays til måling af direkte faktor Xa-
hæmning (9,11). 

Projektet
På Klinisk Biokemisk Afdeling, Rigshospitalet er der opsat et 
kromogent assay til måling af direkte faktor Xa-hæmmere (Bi-
ophen DiXaI) på analyseapparatet ACL TOP. Derudover er afde-
lingen også i besiddelse af massespektrometrisk udstyr, som 
benytter sig af væskekromatrografi i form af Liquid Chromato-
graphy Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS).

 For at undersøge afdelingens muligheder for at måle kvan-
titative koncentrationer af Rivaroxaban i patientblod blev i ef-
teråret 2014 udført et bachelorprojekt med følgende formål: 
1.  At etablere en analysemetode til bestemmelse af Rivaroxa-

ban-koncentrationer i plasma på LC-MS/MS samt at under-
søge denne analysemetodes analytiske variation. 

2. At udføre en metodesammenligning imellem Rivaroxaban-
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verne, eller at matrix fra den blanke plasmapool påvirker be-
stemmelserne af Rivaroxaban-koncentrationer ved brug af LC-
MS/MS-analysemetoden. Den første del af projektet viste der-
med, at det er muligt at benytte afdelingens LC-MS/MS-udstyr 
til at måle Rivaroxaban i plasma.

Metodesammenligning
Da det endelige analyseopsæt på LC-MS/MS var fundet og af-
prøvet, begyndtes metodesammenligningen imellem ana-
lysemetoden på LC-MS/MS og Biophen DiXaI-analysemetoden.

 Biophen DiXaI-analysemetoden adskiller sig fra LC-MS/MS 
ved ikke at måle på selve stoffet Rivaroxaban, men i stedet at 
bestemme den overskydende mængde af koagulationsfaktor 
Xa i prøven. Dette resultat omregnes ved hjælp af en kalibre-
ringskurve til koncentrationen af Rivaroxaban i den pågæl-
dende prøve. En anden forskel er, at Biophen DiXaI-analyseme-
toden kalibreres op til ca. 500 µg/L, altså halvdelen af, hvad 
analysemetoden på LC-MS/MS kalibreres til.

 Til metodesammenligningen mellem Biophen DiXaI-ana-
lysemetoden på ACL TOP og analysemetoden til bestemmel-
sen af Rivaroxaban-koncentrationer på LC-MS/MS blev sam-
menholdt resultater fra 84 patienter i behandling med Rivaro-
xaban. Til at vurdere sammenhæng og overensstemmelse 
mellem de to analysemetoder benyttes lineær regression og 
Bland-Altman plot, som er vist i figur 2-5.

 Uoverensstemmelsen mellem analysemetodernes måleom-
råde bedømmes til at give en vis usikkerhed på Rivaroxaban-
koncentrationerne, som giver over 500 µg/L målt med Biophen 
DIXaI-analysemetoden. Derfor vises lineær regression og 
Bland-Altman plot i to udgaver. En, hvor alle 84 patientprøver 
er vist, og en, hvor patientprøver med Rivaroxaban-koncentra-
tioner under 500 µg/L er vist.

Ved at vurdere de to grafer med lineær regression ses, at der 
er lineær sammenhæng imellem de to analysemetoder; dog 
ses også, at usikkerheden på de høje værdier har en betydning 
for den lineære sammenhæng imellem målingerne af Rivaro-
xaban-koncentrationer målt med den nye analysemetode på 
LC-MS/MS og med Biophen DiXaI-analysemetoden. 

 For at kunne vurdere overensstemmelsen mellem ana-
lysemetoderne til Rivaroxaban-koncentrationsbestemmelse 
på LC-MS/MS og Biophen DiXaI-analysemetoden på ACL TOP 
er på figur 4 og 5 vist Bland-Altman plot, som viser differen-
cerne imellem de to analysemetoder. Den grå stiplede linje vi-
ser, at der er en gennemsnitsdifference på + 1,79 µg/L for alle 
prøverne og + 6,41µg/L for prøverne med Rivaroxaban-koncen-
tration under 499 µg/L. Ud fra disse to gennemsnitsdifferen-
cer ses, hvilken betydning usikkerheden for målingerne på de 

analysemetoden på LC-MS/MS og Biophen DiXaI-analyseme-
toden på ACL TOP.

 Formålet med projektet var ikke, at den ene analysemetode 
skulle erstatte den anden. Målet var at give et billede på ana-
lysemetodernes evner til at give et troværdigt svar på patien-
ternes koncentration af Rivaroxaban i blodet.

Rivaroxaban-bestemmelse på LC-MS/MS
 På baggrund af molekylers masse bestemmer et LC-MS/MS-
apparat mængden af et givet molekyle i fx en blodprøve. Ana-
lysemetoden indebærer flere selektive trin, der giver en høj 
analytisk specificitet.

 Første del af projektet gik ud på at tilpasse indstillingerne 
på LC-MS/MS for at give de bedst mulige resultater. Her under-
søgtes ligeledes for eventuel matrixeffekt og afsmitning. Afde-
lingen har behov for at kunne måle høje Rivaroxaban-koncen-
trationer hos patienter mistænkt for en overdosering. Derfor 
blev det valgt at fremstille kalibratorer med en øvre værdi på 
1000µg/L, hvilket er ca. dobbelt så højt som den øverste tera-
peutiske grænse (12). Derudover valgtes kalibratorer i koncen-
trationer 0, 50, 100, 300 og 500 µg/L. Disse kalibratorer blev 
fremstillet ved at tilsætte Rivaroxaban i forskellige koncentra-
tioner til en pool af blankt plasma. 

 Derefter blev analysemetodens korrekthed og præcision 
undersøgt ved gentagne målinger på kontrolmateriale i fire 
niveauer. I alt blev de fire kontrolprøver hver analyseret 20 
gange over fire analyseserier. To af kontrolprøverne var fra 
producenten HYPHEN BioMed med koncentrationer på 90 og 
300 µg/L. De sidste to kontrolprøver blev fremstillet på samme 
måde som kalibratorerne med koncentrationer på 600 og 900 
µg/L. 

 Analysemetodens korrekthed blev vurderet ud fra genfin-
dingsforsøg, som bør give et resultat imellem 80 og 120 %. Og 
bias og bias i procent, som viser forskellen mellem middelvær-
dien for en række målinger på samme prøve og prøvens ved-
tagne sande værdi. Analysemetodens præcision vurderes ud 
fra målingernes middelværdi, standardafvigelse og variations-
koefficient.

 Resultaterne for de 20 målinger på de fire niveauer af kon-
trolmateriale er vist i figur 1. Her ses, at analysemetoden har 
en acceptabel korrekthed med en genfinding mellem 96,9 og 
115,4 %. Resultaterne viser ligeledes acceptabel præcision, når 
resultaterne sammenholdes med acceptgrænser fra lignende 
analysemetoder på LC-MS/MS samt acceptgrænser, som be-
nyttes i en artikel, som beskæftiger sig med en lignende pro-
blemstilling (10). 

Derudover blev der ikke observeret afsmitning imellem prø-

Targetværdi (µg/L) 90 300 600 900

Serie 1 N 20 20 20 20

Middel (µg/L) 103,8 306,8 589,9 872,5

SD (µg/L) 5,4 14,4 41,9 51,5

CV (%) 5,2 4,7 7,1 5,9

Bias (µg/L) 13,8 6,8 -10,1 -27,5

Bias (%) 15,4 2,3 -1,7 -3,1

Genfinding (%) 115,4 102,3 98,3 96,9

Figur 1 
viser antal målinger (N), 
middelværdi, standard-
afvigelse (SD), variations-
koefficient (CV) i procent, 
bias, bias i procent og 
genfinding i procent for 
hvert kontrolniveau målt 
over 4 analyseserier. 
 

»
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Figur 2
viser lineær regression mellem 
målinger af Rivaroxaban-koncen-
trationer på LC-MS/MS og ACL 
TOP. Den blå stiplede linje er re-
gressionslinjen, og korrelations-
koefficienten R2 er beregnet. Den 
sorte stiplede linje er identitets-
linjen.

Figur 5 
viser Bland-Altman plot, som på 
x-aksen viser gennemsnitsværdi-
erne mellem målinger af Rivaro-
xaban-koncentrationer på ACL 
Top og LC-MS/MS, på y-aksen vi-
ses differencen mellem samme to 
metoder i intervallet 0-499 µg/L. 
Den grå stiplede linje viser gen-
nemsnittet af differencerne på 
+6,41 µg/L. De to grå stiplede lin-
jer viser 95 %-grænser for over-
ensstemmelse imellem ana-
lysemetoderne (-28,48 – 41,30 
µg/L). 

Figur 4 
viser Bland-Altman plot, som på 
x-aksen viser gennemsnitsværdi-
erne mellem målinger af Rivaro-
xaban-koncentrationer på ACL 
Top og LC-MS/MS, på y-aksen vi-
ses differencen mellem samme to 
metoder. Den grå stiplede linje 
viser gennemsnittet af differen-
cerne på +1,79 µg/L. De to grå 
stiplede linjer viser 95 %-grænser 
for overensstemmelse imellem 
analysemetoderne (-49,32 – 52,90 
µg/L).

Figur 3 
viser lineær regression mellem 
målinger af Rivaroxaban koncen-
trationer på LC-MS/MS og ACL 
TOP i intervallet 0-499 µg/L. Den 
blå stiplede linje er regressions-
linjen og korrelationskoefficien-
ten R2 er beregnet. Den sorte 
stiplede linje er identitetslinjen. 

FAGLIG // RIVAROXABAN
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høje værdier har. Gennemsnitsdifferencen er tættere på 0 µg/L 
for alle prøverne, dog afsløres på Bland-Altman plottet, at de høje 
værdier ligger lavere og derfor trækker gennemsnittet for afvigel-
serne ned. Når de høje værdier er udeladt i figur 5, ligger værdier-
ne gennemsnitligt længere fra 0 µg/L, men værdierne fordeler sig 
jævnt igennem intervallet. Dette kommer ligeledes til udtryk ved 
95 %-grænserne for overensstemmelse på -49,32 – 52,90 µg/L for 
alle prøverne og -28,48 – 41,30 for prøverne med Rivaroxaban-kon-
centrationer under 500 µg/L. Intervallet er smallere, når prøverne 
≥ 500 µg/L er udeladt, og alle målingerne ligger inden for 95 %- 
grænserne for overensstemmelse. Hvilket betyder, at overens-
stemmelsen i mellem de to analysemetoder er bedre for patient-
prøver med Rivaroxaban-koncentrationer <500 µg/L end for hele 
intervallet.

 Metodesammenligningen afslører, at der er et problem, når Bi-
ophen DiXaI-analysemetoden benyttes til at bestemme Rivaroxa-
ban-koncentrationer over analysemetodens måleområde. Der ses 
også en tendens til at måle højere ved brug af Biophen DiXaI-ana-
lysemetoden end ved brug af LC-MS/MS.

Referenceinterval og måleområde
Som nævnt viser projektet, at der kan være et problem ved må-
ling af Rivaroxaban-koncentrationer over 500 µg/L med Biophen 
DiXaI-analysemetoden. Af de 84 patientprøver, som er analyseret 
i dette projekt, ligger 76 % ≤ 300µg/L, og størstedelen ligger inden 
for måleområdet for Biophen DiXaI. Patienternes sygehistorie, og 
hvornår de har taget deres medicin, er ikke oplyst. Hvis målinger-
ne af Rivaroxaban-koncentrationer skal bruges ved mistanke om 
overdosering, er det dermed nødvendigt at kunne måle koncen-
trationer over 500 µg/L. Det er derfor vigtigt, at der bliver arbejdet 
videre med koncentrationsbestemmelserne af Rivaroxaban for at 
kunne tilbyde den bedst mulige monitorering af patienterne. 

At dække et behov, der 
ikke er der. Eller?
Af professor, overlæge, dr.med. // 
Jens Peter Gøtze
Klinisk Biokemisk Afdeling, Rigshospitalet

I aktuelle udgave af dbio præsenterer bioanalytiker Amalie 
Jesting præliminære data for en massespektrometrisk baseret 
metode til molær kvantitering af et forholdsvis nyt blodfortyn-
dende lægemiddel (Rivaroxaban) i patientblod. Blodfortynden-
de behandling har tidligere været en ret ensporet affære med 
warfariner (Marevan eller Marcomar), hvor effekten af disse vi-
tamin-K- antagoniserende droger monitoreres biokemisk med 
bestemmelse af INR. Men lægemidler, der direkte hæmmer en-
kelte koagulationsfaktorer, har vundet kraftigt indpas i den kli-
niske hverdag, ikke mindst fordi de kan gives i fast dosis og 
uden løbende biokemisk monitorering. 

Men virkeligheden har lært os, at der alligevel er et behov 
for at monitorere koncentrationen af lægemiddel i patientblod. 
Flere situationer har budt sig til: Først og fremmest er der et 
behov for biokemisk analyse hos patienter i pågående behand-
ling, hvor patienten begynder at bløde, for da kan der forelig-
ge en forgiftningssituation, hvor behandlingen kan målrettes 
mod det udløsende lægemiddel. Det vil dog bedst kunne 
iværksættes ved kvantificering af lægemidlet i patientplasma – 
før som efter behandling. Behandlingen er dyr og vil kun have 
effekt i tilfælde af forgiftning med fx Rivaroxaban. En anden si-
tuation med behov for biokemisk monitorering er i tilfælde af 
blodpropsdannelse samtidig med pågående behandling. Her er 
spørgsmålet primært, om plasmakoncentrationen ligger i tera-
peutisk niveau, eller om der foreligger meget lave koncentrati-
oner, som udtryk for at patienten ikke har taget sin medicin. På 
Rigshospitalet har vi være involverede i patientforløb med både 
forgiftninger og med manglende indtagelse af den ordinerede 
medicin.

Amalies opgave indeholder flere perspektiver for fremtidens 
laboratorier. De fleste koagulationsanalyser i dag er baseret på 
såkaldte ”clot assays”, hvilket vil sige en samlet vurdering af 
koagulationskaskaden gennem in vitro-aktivering i reagensglas. 
Men ved anvendelse af LC-MSMS metodologi kan kvantitative 
data opnås, hvilket på sigt vil kunne bidrage til bedre diagno-
stik i patienter, – ikke mindst i patienter med flere problemstil-
linger på samme tid (hyppigt). Amalies arbejde tyder også på, 
at de tilgængelige funktionelle analyser for de ”nye” lægemid-
ler måske ikke er egnede til vurdering af forgiftningssituationer, 
hvilket er et vigtigt fund, der skal følges op på.

Den aktuelle LC-MSMS-analyse er et flot eksempel på samar-
bejdet mellem en klinisk biokemisk afdeling og en professions-
højskole (Metropol). Ved at tage udgangspunkt i et reelt behov 
i hverdagens kliniske biokemi kan opgaver med reelle problem-
stillinger sættes i værk og bidrage både til uddannelse og hver-
dagens behov. Derfor bør Amalies studievejledere, lektor Hen-
rik Hansen (PH Metropol) og bioanalytikerunderviser Kathrine 
Overgaard Foss Jensen (Rigshospitalet) takkes for deres vilje og 
evne til at gennemføre opgaver med relevans for både uddan-
nelse og virkelighedens behov. 


