UNIVERZITA KARLOVA

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

DIZERTACNI PRACE

Vybrané aspekty 1éCby metotrexatem u pacienti

s revmatoidni artritidou

Mgr. Karel Hloch

Katedra socialni a klinické farmacie

Hradec Kralové, listopad 2021



CHARLES UNIVERSITY

FACULTY OF PHARMACY IN HRADEC KRALOVE

DOCTORAL THESIS

Selected aspects of methotrexate treatment in patients with

rheumatoid arthritis

Mgr. Karel Hloch

Department of Social and Clinical Pharmacy

Hradec Kralové, November 2021



Prohlasuji, Ze tato prace je mym plvodnim dilem, které jsem vypracoval samostatné pod
vedenim svého Skolitele a konzultantl. Veskerd literatura a dalsi zdroje, z nichZ jsem pfi
zpracovani Cerpal, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci radné citovany. Prace

nebyla vyuzZita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Zaroven davam souhlas k tomu, aby tato prace byla uloZzena v knihové Farmaceutické fakulty UK
v Hradci Kralové a zde uZivana ke studijnim ucellim za predpokladu, Ze kazdy, kdo tuto praci
pouZije pro svou publikacni nebo prednaskovou cinnost, se zavazuje, Ze bude tento zdroj
informaci radné citovat. Ddale souhlasim se zpfistupnénim elektronické verze mé prace

v informacnim systému Univerzity Karlovy.

Hradec Kralové, listopad 2021 Mgr. Karel Hloch

Prace byla podpofena grantem Univerzity Karlovy (SVV 260 551).



Podékovani

Za vedeni, cenné rady, ptipominky a inspiraci dékuji svému sSkoliteli prof. PharmDr. Petru Pavkovi
Ph.D., a také konzultantiim doc. MUDr. Tomasi Soukupovi Ph.D. a PharmDr. Martinu Dosedélovi
Ph.D., bez kterych by tato prace jisté v predkladané formé nevznikla. Dale bych chtél také
podékovat lékarim prof. MUDr. Zbynku Hrncitovi, Dr.Sc., doc. MUDr. Petru Bradnovi, CSc.,
MUDr. Michalu Kodedovi, MUDr. Janu TomSovi, MUDr. Marianu ToSovskému a sestrdm Evé
Filsakové, Jané Senkové, Jitce Slezakové a Nadézdé Wagnerové z revmatologickych poraden II.
Interni gastroenterologické kliniky za spolupraci a vytvoreni optimalnich podminek pro moji
praci. Mimoradnym dikem jsem pak zavdzan MUDr. Drahomite Bastecké, za ochotu, s jakou se
mi vénovala béhem mého plsobeni ve Fakultni Nemocnici v Hradci Krdlové, a to vyznamné nad

ramec nezbytny k provedeni studie.

Za podporu a trpélivost béhem studia dékuji hlavné svym rodi¢lm, pfitelkyni a svym blizkym.



Obsah

Lo VOO PrACE ettt ettt et et e st e e e e et er et es e e et eresteseaeesene et ene e eseeeaeere et enenesnenens 12
D O |1 o T Tl IR PP TPPPRRPPPN 13
3. Teoretickd ¢ast prace —souCasny StaVv POZNANT......ccccvvveeeeieeiiiiiiiirreeeeeeeeeeeirreeeeeeeeeeennarreeees 14
3.1, Revmatoidni artritida.....coooeeeiiiieeieceee e 14
3.1.1. Patofyziologie ONEMOCNENT ..uueviiii ittt e e esbbrr e e e e e e e e senanes 14
I A B 1T T-4 4 (o 1 1 I PRSPPI 15
3.1.3.  Hodnoceni aktivity ONEMOCNENI.....ccccurrieiiiiieiieicirreeeeee e eesbrrreee e e e e e e seanes 18
3,14, SOUCASNA IECDA ... 20
I A Y/ [=1 o 4 =) - | T OO TP PP PPP PP 24
3.2.1.  Farmakokinetika MetotreXatu ......cccocierieriiiinieeieesee e 24
3.2.2.  Mechanismus UCINKU MeTOTreXatU........ceeeiiiiiriiiiiiieiiieeeee e 26
3.2.3. Nezadouci UCinky |€ChY MetotreXatem ........ccivviiviireiiieeieeeeciieeeee e e eanns 34
3.2.4. Farmakogenetika MetotreXatU......cocccveiiiiiiiiiniiie et 41
3.3.  Vlivrevmatoidni artritidy na riziko rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni............... 48
3.3.1. Stanoveni kardiovaskuldrniho rizika u pacientl s revmatoidni artritidou.................. 49
3.3.2.  TradiCni riZiKOVE FaKEOrY .....uvveeeiieiiiiiciiieieec et e e eeeetreee e s e e e s esabarrereeeeeessenanes 50
I TR TR 4 [ 1= 4 1Y o] o ol 1Y PSPPSR 51
3.3.4.  Zmeény lipidoVEhO SPEKLIa ..ccceeviieiiiiiie e s 52
3.3.5. HyperhOmMOCYSTEINEMIE .....uvvviiiiiiiiiiiiriieeeee e eeeciirreee e e e e eebrreeee e e e e sessbarbeeeeeeeeeseanes 53
3.4. Vliv |éCby revmatoidni artritidy na riziko rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni...... 54
3.4.1.  GlUKOKOITIKOIAY .uvvveeieieeiiiiiiiiiiiee ettt e e et ee e e e e e e ataeeeeeeeessesssssseneeeeeessennnes 54

N B |V, 1= o Y { §=) ¢ | SUTT TR OO PTRRRTPPRRR 56



e O 1= i [¥1 Yo oY o TR 61

3.4.4.  HydroXyChloroChin.....coooiiiiiiiiei et e e s sabae e e s aees 62
3.4.5.  BiOlOZICKA IECHA cuvveeeeii i e e e seanes 63
3.4.6.  Inhibitory JANUS KINQAZ ......vviiiiiiiiiiicieee ettt e e e s sabae e e s naees 65

PraktiCKa CAST couneeeiieeee ittt ettt et e s e e s e n e s nn e e neenaneeas 67

4.1. Vyssiriziko kardiovaskularnich onemocnéni u pacientd s revmatoidni artritidou bez lé¢by

METOTIEXATEIM. .ttt ettt e ettt e s bt e e e bt e e s bt e e saseeesabeesbbeesabbeesabeeesaneeenns 67
I N O oY= Tt T PRSP PPPRPPUPN 67
O V= (o To |1 - OO PO OO PR PPP PPN 67
g I T VAV 1Yo | VTR USSP 72
AL A, DISKUZE ettt ettt ettt ettt st e s ae e st e bt e et e e bt e s ate e bt e sabe e bt e eate e beenareens 84
N T 1V PSPPSR PRPPRPI 89

4.2. Vliv pfijmu kofeinu a rozdilnych genotypl adenosinového receptoru ADORA2A u

pacientl s revmatoidni artritidOU........eeieciveee ettt ebae e e eeaaaeeeeenes 90
N N O I o - [l PSP PPPRPPUPN 90
N |V 1= oo 11 ¢ TSP PSPPSRI 90
B.2.30 VYSIEAKY ettt sttt be e s e e b eareen 93
.24, DiISKUZE ..ot 115
B.2.5.  ZAVET e ettt et e r e sane e reennee 119
W& V=T o] - [ ol - OUUPORTPUPPPTII 120
SEZNAM ZKIAtEK ... e 122
Seznam tabulek @ 0BFrAZKU..........coiuiiiiie s 129

0 Y=Y o =1 0 1 =] o 1V 1 L= TR 129



7.2, S€ZNAM OBIFAZKU .oeouvvieeiieeciiee ettt tee e e st e e te e e st e e e saaeeeaaeesaaeesnbaeesnseeesnneeenns 130
8. Seznam publikovanych védeckych a odbornych praci.......ccccoocveeeiiiiiiiiiniiiieieec e, 131
8.1. Prace v Casopisech s impaktnim faktorem.......cccoecvvveeiiiiiiiiiiciieeeee e 131

8.2. Prace v Casopisech ze seznamu recenzovanych neimpaktovanych periodik vydanych

V COSKE TRPUDBIICE ..ottt ettt ee et ee et e st es e et e s et ese e eeese st ereeeseenens 131
S TR O 15 - | [ o] - [ - RO PPPRRPPPPE 131
8.4, ADSErAKEA .o s nees 132
S B ) (=T ) (U1 TP PP PPR PP 133
10, PHIORY oottt s e e e e et e s eeeeeee et et e e e eeeeas 152

10.1.1. MTX_KVO dOLAZNTK .uvvvveeieeieiieiiiieeieeeeeeecciireee e e e e eestrereee e e e e e e saarreeeseeeessenassrenees 152



Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra socialni a klinické farmacie
Kandidat: Mgr. Karel Hloch

Skolitel: prof. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.; doc. MUDr. Tomas Soukup (konzultant), Ph.D.;

PharmDr. Martin Dosedél, Ph.D. (konzultant)

Nazev disertacni prace: Vybrané aspekty [éCby metotrexatem u pacientd s revmatoidni

artritidou

Uvod a cile

Revmatoidni artritida (RA) je autoimunitni onemocnéni spojené s chronickym zanétem kloubd,
které zpUsobuje jejich otok a bolest. Prevalence tohoto onemocnéni je v obecné populaci
priblizné 1 %. Vyssi morbidita a Umrtnost u pacientl s RA je spojena se zvySenou zanétlivou
aktivitou souvisejici s kardiovaskularnimi onemocnénimi (KVO). Metotrexat (MTX), |écivo s
ucinek je zprostfedkovan zvySenym uvolfiovdnim purinového nukleosidu adenosinu. Stav
pacientl se zanétlivymi onemocnénimi je ovlivnén aktivaci adenosinovych receptor(i A2a a A3.
Vysoka spotieba kofeinu (antagonisty adenosinovych receptort) mlze proto vést ke zméné
ucinnosti 1écby MTX. 1) Cilem prvni, retrospektivné-prospektivni, observacni, prirezové studie
bylo zjistit, zda pacienti s RA, ktefi nebyli [éc¢eni MTX (skupina MTX 0) v ¢ase sbéru dat, byli ve
vySSim riziku KVO nezZ pacienti uZivajici MTX v Case sbéru dat (skupina MTX 1). 2) Cilem druhé
studie bylo zjistit vliv pfijmu kofeinu na terapeuticky ucinek MTX u pacientd s RA rozdélenych dle

genotypl pro adenosinovy receptor ADORA2A.
Metodika

1) Do studie bylo zarazeno celkem 125 pacientl, u kterych byly poZzadované udaje ziskany z
lékarské dokumentace a zaroven byly vyuzZity informace ziskané pfri vysSetirenich pacientl béhem

pravidelnych kontrol v revmatologickych poradnach. 2) 82 pacient( s RA bylo dichotomizovano




do skupin na zakladé jejich tydenniho pfijmu kofeinu s prahovou hodnotou 700 mg. K stanoveni
aktivity onemocnéni bylo vyuzito skére aktivity nemoci 28 (DAS28) < 2,6 remise;> 2,6 a < 3,2 nizka
aktivita;> 3,2 a<5,1, stfedni aktivita;> 5,1, vysoka aktivita. Pacienti byli dale genotypovani pomoci
alelické diskriminace qPCR pro adenosinovy receptor ADORA2A a jeho polymorfism( rs2298383,
rs3761422, rs2267076 a rs2236624.

Vysledky

1) Nizsi zastoupeni kompozitniho cile sloZzeného z jakéhokoli KVO bylo pozorovano u pacientl ve
skupiné MTX 1 v porovnani se skupinou MTX 0 (18,8 % vs. 40,0 %, OR 0,35; p=0,017)
s nesignifikantnim trendem po adjustaci pro |é¢bu, ve které se jednotlivé skupiny pacientl
statisticky liSily v rdmci vstupnich parametrt (tj. leflunomid, jina nez anti TNF a biologicka 1écba,
beta blokatory). Statisticky vyznamny rozdil byl ddle zjistén v pfipadé nizSiho vyskytu infarkt(
myokardu (MI) ve skupiné MTX 1 ve srovnani se skupinou MTX 0 (3,5 % vs. 14,3 %, OR 0,22;
p=0,046). Ve skupiné MTX 1 byla zaznamendna 4 umrti (4,7 %) ve srovnani se 7 (20,0 %) ve
skupiné MTX 0 (OR 0,20; p=0,015). 2) Byla zjisténa vyznamné vyssi aktivita onemocnéni u dosud
nelééenych pacientd pomoci MTX ve skupiné s vy$sim pfijmem kofeinu a CT genotypem
ADOARAZ2A rs2298383, rs3761422 a rs2267076 (OR 5,0; 95% Cl 1,13-22,05, p=0,03, OR 5,0 95%
Cl 1,13-22,05, p=0,03 a OR 6,94; 95% Cl 1,29 az 37,49, p=0,02, v uvedeném poradi). V pripadé
pacientl lé¢enych MTX s vy$Sim prijmem kofeinu a CC genotypem pro ADORA2A rs2236624 byla
zjiSténa statisticky vyznamné vyssi aktivita onemocnéni v porovnani s pacienty se stejnym
genotypem a nizkym pfijmem kofeinu (OR 12,94; 95% Cl 1,51-110,74, p=0,019).

Zavér

1) Nase vysledky ukazuji, Ze pacienti, ktefi nebyli Ié¢eni MTX v ¢ase sbéru dat (skupina MTX 0),
méli statisticky vyssi riziko vyskytu KVO a celkové mortality nez pacienti uzivajici MTX (skupina
MTX 1). Vysazeni MTX by proto mélo byt peclivé zvazeno a lIé¢ba by neméla byt prferusena bez
zfejmého dlvodu. Na zakladé téchto vysledkd tak v pripadé vysazeni MTX doporucujeme
prisnéjsi kontrolu KVO. 2) Zjistili jsme, Ze prijem kofeinu mUze vyznamné ovlivnit aktivitu RA a
lécebnou odpovéd na MTX u pacientli se specifickymi genotypy pro adenosinovy receptor

ADORA2A. K potvrzeni nasich zjisténi jsou vsak k zapotrebi dalsi studie s vice pacienty.
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rheumatoid arthritis

Introduction and objectives

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease typically connected with chronic
inflammation of the joints, causing their swelling and pain. The prevalence of RA is about 1% in
the general population. A crucial role in higher morbidity and mortality in RA patients has been
associated with increased inflammatory activity. Methotrexate (MTX), a drug with
immunosuppressive activity, is the most frequent drug of choice used in RA therapy. It seems
that main anti-inflammatory effect is mediated via release of purine nucleoside adenosine. The
status of patients with inflammatory diseases is influenced by activation of A2a and A3 adenosine
receptors. High caffeine (adenosine receptor antagonist) consumption may therefore lead to
alteration of MTX treatment efficacy. 1) The aim of first study was to determine whether RA
patients who had discontinued methotrexate treatment before the study enrolment (MTX 0)
were at a higher risk of CVD than patients treated with methotrexate at the time of the data
collection (MTX 1). 2) The aim of second study was to determine influence of caffeine
consumption on the therapeutic effect of methotrexate (MTX) in patients with rheumatoid

arthritis (RA) sorted according to ADORA2A genotypes.




Methods

1) A total of 125 patients were enrolled in the study. Medical documentation as well as
information taken in patient examinations during regular rheumatologist visits was used to
obtain the required data. 2) 82 RA patients were dichotomized into groups according to
caffeine/week intake with a threshold of 700 mg. Patients were genotyped using gPCR allelic
discrimination for adenosine receptor ADORA2A and its polymorphisms rs2298383, rs3761422,
rs2267076 and rs2236624 genotypes.

Results

1) The composite of any CVD occurred less frequently in patients in the MTX 1 group than in MTX
0 group (18.8% vs. 40.0%, OR 0.35, 95% CI 0.15 to 0.83; P=0.017) with slightly non-significant
trend after adjustment analysis (P=0.054). Significant difference was found for the reduction of
myocardial infarction in the MTX 1 compared to the MTX 0 group (3.5% vs. 14.3%, OR 0.22, 95%
Cl 0.05 to 0,97; P=0.046. There were 4 deaths (4.7%) in the MTX 1 group as compared with 7
(20.0%) in the MTX 0 group (OR 0.20, 95% CI 0,05 to 0,73; P=0.015). 2) We found significantly
higher disease activity in MTX naive patients with higher caffeine intake and the CT genotype
of ADOARA2A rs2298383,rs3761422 and rs2267076 SNPs (OR 5.0; 95% Cl 1.13-22.05, p=0.03, OR
5.0; 95% Cl 1.13-22.05, p=0.03 and OR 6.94; 95% Cl 1.29-37.49, p=0.02 respectively). We found
significantly higher disease activity in patients from low caffeine intake group treated with MTX
and having the CC genotype of ADORA2A rs2236624 SNP (OR 12.94; 95% Cl 1.51-110.74,
p=0.019).

Conclusion

1) Our results demonstrate that patients, who discontinued methotrexate treatment are at a
significantly higher risk of CVD and all-cause mortality. Based on our findings, we recommend
stricter control of CVD in cases of methotrexate discontinuation. 2) We found that caffeine
consumption may affect RA disease activity as well as MTX treatment response in patients with
specific genotypes for adenosine receptor ADORA2A. Further studies with more patients are

needed for confirmation of our findings.



1. Uvod prace

Revmatoidni artritida (RA) patfi mezi onemocnéni, kterd u pacientd kromé kvality Zivota
vyznamneé ovliviuji také jejich morbiditu a mortalitu. Pres stale se zdokonalujici postupy lécby,
za prispéni modernich preparatu, zlistava u tohoto onemocnéni lékem prvni volby antimetabolit

kyseliny listové — MTX.

Lécba RA by méla byt zahdjena bezodkladné po stanoveni diagndzy a jejim cilem je dosazeni
remise nebo alespon nizké aktivity onemocnéni. Prvni linii [é€by tvofi podani MTX v monoterapii
(pfipadné s kratkodobym podanim vyssich ddvek glukokortikoid(; GLK) za predpokladu, Ze neni
kontraindikovan. K dalsim Ié¢ebnym mozZnostem se pristupuje az pfi selhani této terapie nebo pfi

vyskytu neakceptovatelnych nezadoucich ucinkll. MTX tak byva oznacovan jako tzv. kotevni lék
(1).

Na zakladé vyse uvedeného je zfejmé, Ze u pacientl s RA, ktefi nejsou dlouhodobé léceni MTX,
se v ramci iniciacni faze terapie vyskytly komplikace znemoznujici rychlého dosazeni 1é¢ebnych
cild, coz mlUZe mit za nasledek horsi progndézu jak kloubnich, tak extra-artikularnich projevi

onemocnéni.

Mezi vyznamné extra-artikularni komplikace u pacient(i s RA se fadi vyskyt (KV) komorbidit, které
jsou oznaceny za pficinu Umrti az v poloviné pfipadu (2). Tradi¢ni KV rizikové faktory, jakymi jsou
dyslipidémie, obezita, diabetes mellitus (DM), vysoky krevni tlak, koufeni cigaret a snizena fyzicka
aktivita, vSak takto vysoké Cislo plné nevysvétluji. Mozné vysvétleni tak nabizi propojeni pres
zvySenou zanétlivou aktivitu, ktera doprovazi revmatické onemocnéni a zaroven hraje zasadni

ulohu v rozvoji a progresi aterosklerotického postizeni cév (3).

Pfestoze se MTX kléché RA ve vétsi mife pouziva jiz od 80. let dvacatého stoleti, jeho
mechanismus Ucinku stale neni plné objasnén. Nejpravdépodobnéji se jedna o kombinaci
nékolika mechanismu, z nichZ je v pfipadé RA v soucasné dobé nejvice diskutovdno pusobeni na
adenosinovou drahu. MTX zde pUsobi konkrétné zvysenim extracelularni koncentrace adenosinu,

ktery se vaze na adenosinové receptory s naslednym snizenim zanétlivé aktivity onemocnéni (4).
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Antagonisté adenosinovych receptord naopak toto plisobeni adenosinu blokuji, coz mGze mit za
nasledek vyssi aktivitu onemocnéni a také snizeni ucinku IéCby MTX. Mezi takovéto antagonisty
se radi kofein. Piti kavy (pfipadné jinych napoji s obsahem kofeinu) patfi mezi celospolecensky

jev a pacienti s RA netvofi vyjimku (5).

2. Cil prace

Cilem disertacni prace bylo analyzovat vybrané aspekty lécby metotrexdtem u pacientl

s revmatoidni artritidou se zamérenim na:

® Vyskyt kardiovaskularnich komorbidit, kardiovaskuldrnich rizikovych faktord a stanoveni
budouciho kardiovaskularniho rizika pomoci rliznych skérovacich systém( u pacient(
|é¢enych metotrexatem v porovnani s pacienty, u kterych byl metotrexat vysazen
z dlivodu intolerance nebo nedostatecné ucinnosti

® Vliv pfijmu kofeinu a bodovych mutaci vybranych gent pro adenosinovy receptor
ADORA2A na ucinnost léCby metotrexatem stanovenou na zakladé aktivity onemocnéni
dle DAS28

13



3. Teoreticka ¢ast prace — soucasny stav poznani

3.1.Revmatoidni artritida

3.1.1. Patofyziologie onemocnéni
Revmatoidni artritida je komplexni, autoimunitni onemocnéni typicky vyjadfené chronickym
zanétem synovie kloubl zpUsobujici jejich otok, bolestivost a vedouci ke snizeni mobility
pacient(. K typickym pfiznaklim onemocnéni dale patfi ranni ztuhlost kloub( trvajici déle nez 30
minut, kterda muizZe pretrvavat az nékolik hodin. V pripadé neadekvatni lécby mize dochazet
k extraartikularnim manifestacim onemocnéni (6). Prevalence RA se v bézné populaci pohybuje
okolo 1 %, s ¢astéjsim vyskytem u Zen nez u muzd, a tov poméru 3 : 1 (7, 8). Autoimunitni reakce
v pfipadé RA je komplexni déj. Interakce mezi jednotlivymi slozkami imunity se odehrava
prostfednictvim mnoha rlznych cytokini — zejména inhibitoru tumor nekrotizujiciho faktoru alfa
(TNF-a), interleukinG (IL; IL-1B, IL-6, IL-17F, 1L-21, IL-22, IL-23 a IL-26) a chemokind (10). RA je
zaroven doprovazena systémovym zanétem, ktery je spojovan sdalSimi komorbiditami,
zejména kardiovaskularnimi (11). Metaanalyza 11 longitudinalnich studii z roku 2013, mapuijici
obdobi od roku 1955 aZ do roku 1995 s celkovym poctem takika 52 000 pacient( s RA, prokdzala
0 47 % vyssi mortalitu u pacientl s RA v porovnani s kontrolami adjustovanymi na vék a pohlavi

(12). Nemocni s RA maiji také snizenou predpokladanou dobu pfefziti, a to o vice nez 10 let (13).

V rozvoji RA hraji vyznamnou roli jak genetické, tak environmentalni faktory. S rizikem rozvoje a
progrese RA jsou spojovany zejména geny kodujici tzv. MHC (major histocompatibility complex)
glykoproteiny tfidy Il, a to pfedevsim HLA-DR01/04 prezentujici auto-reaktivni peptidy vedouci
k aktivaci T-bunék imunitniho systému. Dale jsou zapojeny geny pro kostimulaéni drahy (CD28,
CD40, chemokiny a cytokinové receptory jako je receptor pro IL-6), post-translacné modifikujici
enzymy (napfriklad enzym katalyzujici post-translacni modifikaci peptidylargininu na citrulin —
PADI) a také pro intraceluldrni regulacni drahy. Zmény v expresi vSech vyse uvedenych gen(l pak
mohou ovlivnit prah imunitni aktivace nebo selhani jeji regulace. Mezi silné environmentalni
faktory, které na zakladé jednotlivého genetického podkladu mohou zpUsobit rozvoj samotného
onemocnéni, se fadi napfiklad koufeni, vdechovani prachu a castic drazdicich sliznice, deficit

vitaminu D, strava, obezita, mikrobiom a mikrobidlni infekce (11, 14). Dale se spekuluje o

14



mozném hormonalnim vlivu na rozvoj RA, coZ by vysvétlovalo vétsi prevalenci onemocnéni u

Zzenského pohlavi (15).

3.1.2. Diagnostika
Zaklad pro diagnostiku RA tvofila kritéria formulovana Americkou koleji revmatologli (American
Colleague of Rheumatlogy; ACR) z roku 1987 (16). Tato revidovana kritéria jsou zaloZzena na
analyze 262 pacientl s RA v porovnani se stejnym poctem kontrolnich subjektl bez RA a obsahuji

nasledujicich 7 bodu:

1) Ranni ztuhlost trvajici déle nez hodinu pfed dosazenim maximdlniho zlepseni.

2) Otok mékkych tkani (artritida) 3 nebo vice kloub.

3) Otok (artritida) proximalnich interfalangealnich, metakarpofalangovych nebo zapéstnich
kloubd.

4) Symetricky otok (artritida).

5) Pritomnost revmatoidnich uzld.

6) Pozitivita revmatoidniho faktoru.

7) Radiografické eroze a/nebo periartikularni osteopenie v kloubech rukou a/nebo zapésti.

Kritéria 1-4 musi byt pfitomna po dobu minimalné 6 tydnd. RA je nasledné definovana
pritomnosti 4 nebo vice z vySe uvedenych kritérii (16). Jedna se standardizovany a mezinarodné

uznavany zpUsob definice RA.

Ackoli vySe uvedena kritéria jsou vSeobecné akceptovana pro definici onemocnéni, jejich zasadni
limitaci je zaméreni pouze na rozliSeni RA od dalSich revmatickych diagndz, a nejsou tak vhodné
k identifikaci ¢asnych stadii onemocnéni. V¢asné odhaleni onemocnéni a rychlé nasazeni
adekvatni 1é¢by je pak pro rozvoj pozdnich komplikaci RA kli¢ové a je zohlednéno v soucasnych
doporucenych postupech pro management RA (17). Ztohoto divodu byla zavedena nova
klasifikacni kritéria pro diagnostiku RA, ktera byla vytvorena v roce 2010 ve spolupraci ACR a
Evropské ligy proti revmatismu (European League Against Rheumatism; EULAR) (18). Cilovou

skupinou pacient, kteti by dle téchto kritérii méli byt vyhodnocovani jsou:

1) Pacientis otokem (klinickym projevem synovitidy) minimalné 1 kloubu.

2) Pacienti se synovitidou, jejiz pfitomnost nelze lépe vysvétlit jinou pficinou.
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Dle téchto kritérii je pro stanoveni RA nezbytné dosahnout skére alespon 6 bodU dle tabulky 1.

Alternativni diagnosticky postup pro stanoveni diagndzy RA i u pacientl se skére nizsim nez 6
bod( predpoklada dostupnost rentgenovych snimkd, na kterych je patrna pritomnost erozivniho
postizeni kloub(, a to u pacientl s dlouhodobou pfitomnosti klinicky neaktivni formy RA. Ke
stanoveni diagndzy RA je pak nezbytna pritomnost erozivniho postizeni alespon 3 kloubl na
rentgenovych snimcich rukou a nohou: klouby proximalni interfalangealni (PIP), klouby
metakarpofalangové (MCP), zapésti (pocitano jako jeden kloub) a klouby metatarsofalangu.
Pokud jsou ovlivnény bilateralni klouby, pocitaji se jako dva klouby (19). Tato nova hodnotici
kritéria z roku 2010 dosahuiji sensitivity 82 % a specificity 61 %, coZ je 0 11 % vysSi senzitivita a o

4 % nizsi specificita v porovnani s pdvodnimi kritérii z roku 1987 (6).
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Tabulka 1. Kritéria pro diagnostiku RA dle Americké revmatologické asociace a Evropské ligy proti

revmatismu 2010 (18).

A) Kloubni postizeni*

1 velky kloub" 0
2-10 velkych kloub(# 1
1-3 malé klouby (s nebo bez postizeni velkych kloub) 2
4-10 malych kloub (s nebo bez postizeni velkych kloub) 3
>10 kloubl (minimalné 1 maly kloub) 5
B) Sérologie
Negativni RF a negativni aCCP 0
Nizko-pozitivni RF nebo nizko-pozitivni aCCP 2
Vysoce-pozitivni RF nebo vysoce-pozitivni aCCP 3
C) Reaktanty akutni faze
Normalni CRP nebo normalni ESR 0
Abnormalni CRP nebo abnormdlni ESR 1
D) Doba trvani symptomu
<6 tydnl 0
>6 tydnd 1

* Kloubni postizeni“ znamena otok ¢i citlivost kloubu pfi vySetfeni, které je mozné potvrdit zobrazovacimi dlikazy pro synovitidu
9 ,Velké klouby” oznacuji ramena, lokty, boky, kolena a kotniky.

# ,,Malé klouby” oznacuji metakarpofalangéini klouby, proximalni interfalangealni klouby, druhé az paté metatarzofalangealni klouby, palcové

interfalangedlni klouby a zapésti.

aCCP = protilatky proti citrulinovym proteintim; CRP = C-reaktivni protein; ESR = rychlost sedimentace erytrocytl
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3.1.3. Hodnoceni aktivity onemocnéni
Hodnoceni aktivity RA slouzi ke kvantifikaci urovné onemocnéni pouzivané pro studium a
zejména management |écby onemocnéni v klinické praxi. Samotné méreni by mélo byt
provadéno pfi vétsiné navstév, a to s vyssi frekvenci v pfipadé nové rozvinutého onemocnéni a
také u pacientd svyssi aktivitou onemocnéni. V takovémto pripadé se stanoveni aktivity
onemocnéni doporucuje provadét v intervalu 1-3 mésice. U pacient( v remisi (tj. u téch, u kterych
bylo dosazeno cile 1é¢by) je mozné interval prodlouZit na dobu 3-6 mésici. Pro hodnoceni
samotné aktivity onemocnéni je pak mozné vyuzit nékolika skérovacich systéma vyuZivajicich
Castecné raznych kritérii. Stanoveni aktivity RA je slozZity proces vyZadujici sou¢asné vyhodnoceni

laboratornich a klinickych parametr( (20).
DAS28 (Disease Activity Score)

K stanoveni aktivity onemocnéni dle DAS28 se vyuZiva hodnoceni nékolika klinickych parametru.
Jedna se o lékafem hodnoceny pocet oteklych a bolestivych kloubl z celkem 28 sledovanych
(ramena, lokty, zapésti MCP a PIP klouby ruky, kolena). Subjektivné pacientem hodnocenou
celkovou aktivitou onemocnéni méfenou pomoci vizualni analogové skaly na stupnici od 0 do 10.
Z laboratornich parametrd je pak ke stanoveni DAS28 mozné vyuZit dva rGzné ukazatele Urovné
zanétlivé aktivity: erytrocytarni sedimentaci (ESR) a sérovou hladinu c-reaktivniho proteinu (CRP).
Vysledky ziskané za pouziti ESR (DAS28-ESR) a CRP (DAS28-CRP) se ¢astecné lisi a neni je tedy
mozné volné zameénit. Uvadi se, Ze hodnoty ziskané DAS28-CRP jsou 0 0,2 bodu nizsi nez hodnoty
vypocitané dle DAS28-ESR. V bézné klinické praxi Ize vSak pro stanoveni aktivity onemocnéni
vyuZzit oba tyto laboratorni parametry (21, 22). Kone¢na hodnota DAS28 se nasledné vypocita dle
komplikovaného matematického vypoctu - DAS28 = 0,56 x VTJC28 + 0,28 x VSJC28 + 0,70 x In(ESR
nebo CRP) + 0,014 x GA, kde TJC vyjadfuje celkovy pocet bolestivych kloubt, SIC celkovy pocet
oteklych kloub( a GA aktivitu onemocnéni hodnocenou pacientem (23). V soucasné dobé existu;ji
online kalkulatory umoznujici snadny vypocet. Jeden z takovychto kalkuldtor( se nachazi na
strankach klinického registru ATTRA, ktery slouZi pro hodnoceni pribéhu a vysledkd biologické

IéCby zanétlivych revmatickych onemocnéni a je dostupny z

http://attra.registry.cz/index.php?pg=das-kalkulator.
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SDAI (Simplified Disease Activity Index)

SDAI je dalSim ndstrojem pro stanoveni aktivity onemocnéni RA. Pro vypocet slouZi pocet
bolestivych a oteklych kloubd, stejnych jako v pripadé DAS28. K tomuto vysledku se nasledné
pricitd Iékafem i pacientem hodnocend celkova aktivita onemocnéni (hodnoceno pomoci vizualni
analogové skaly na stupnici od 0 do 10) a také hodnota CRP. Rovnice pro vypocet tedy vypada
takto: SDAI =TJC + SIC + PGA + MDGA + CRP, kde PGA oznacuje pacientem hodnocenou aktivitu
onemocnéni a MDGA aktivitu onemocnéni hodnocenou Iékafem (24). Hlavni vyhodou pfi pouziti
SDAI v porovnani s DAS28 je tedy jednodussi vypocet dany prostym souctem pozadovanych

parametra (25).
CDAI (Clinical Disease Activity Index)

Nejjednodussi nastroj pro méreni aktivity RA pak poskytuje CDAI. Pro jeho stanoveni se opét
vychazi z poc¢tu oteklych a bolestivych kloubl (stejnych jako v pripadé DAS28) a z celkového
hodnoceni aktivity onemocnéni lékafem i pacientem (hodnoceno pomoci vizualni analogové
Skaly na stupnici od 0 do 10). Oproti predchozim dvéma pfipaddm tak nezahrnuje hodnotu
ziskanou za pomoci laboratorniho vysetreni, ktera nemusi byt v ¢ase stanoveni vidy dostupna

(25). Rovnice pro vypocet je pak nasledujici: CDAI =T JC28 + S JC28 + PGA + MDGH (26).

Do prichodu zjednodusenych metod hodnoceni aktivity RA byly za standard hodnoceni
povazovany vysledky pro DAS28. Pro stanoveni DAS28 byla pivodné pouzivana ESR, nicméné CRP
se diky vyssi citlivosti ke kratkodobym zmeénam v aktivité onemocnéni a mensi nachylnosti
k ovlivnéni zavadéjicimi faktory jevi jako mozna alternativa. Mezi jednotlivymi metodami byla
prokazana pozitivni korelace. Presto nékteré vysledky naznacuji, Ze statisticky vyznamné vice
pacientl dosahuje remise za pouziti DAS28 v porovnani s SDAl a CDAI hodnocenim a pacienti
dosahujici remise dle index( SDAI a CDAI tak maji nizsi rezidualni aktivitu onemocnéni. Rozmezi

aktivity onemocnéni definované podle jednotlivych kompozitnich indexd shrnuje Tabulka 2 (27).

Doporuéeni Ceské revmatologické spole¢nosti se pfriklangji k vyuziti DAS28 diky dobrym
zkuenostem s timto indexem jak z Ceské republiky, tak Evropy. Jako alternativu pak pFipoustéji

také index SDAI, ktery je soucasti definice remise podle ACR/EULAR (20).
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Tabulka 2. Rozmeazi aktivity onemocnéni definované podle jednotlivych kompozitnich indext

(20).
DAS28 SDAI CDAI
Remise <2,6 <3,3 <2,8
Mirna aktivita >2,6a<3,2 >3,3a<11 <10
Stredni aktivita >3,2a<5,1 >211a<26 >10a<22
Vysoka aktivita >5,1 > 26 >22
3.1.4. Soucasna lécba

Soucasna |écba RA je zaloZena na doporucenych postupech Evropské ligy proti revmatismu (The
European League Against Rheumatism; EUALR) a jejim cilem je dosaZeni remise onemocnéni,
ktera je definovand jako DAS28<2,6 nebo alespon nizké aktivity onemocnéni s DAS28<3,2. V
ptipadé nové diagnostikované RA by |é¢ba méla byt zahajena ihned (s maximalni prodlevou od
objeveni prvnich symptom do 3 mésicll). V¢asna diagnostika a okamzité zahajeni |écby je zakladni
podminkou pro vedeni Uspésné lé¢by. Terapie RA musi byt vedena tzv. chorobu modifikujicimi
antirevmatiky (disease-modifying antirheumatic drugs; DMARDs). DMARDs jsou definovany jako
léky ovliviujici pfiznaky a symptomy RA, zlepsujici fyzické funkce a inhibujici progresi kloubniho
postiZzeni (na rozdil od nesteroidnich antirevmatik a GLK, které zlepsuji symptomy, ale nevedou
ke snizeni progrese onemocnéni a nevratného poskozeni kloubt). Jednotlivé DMARDs dale
délime do tfi zakladnich kategorii: (1) konvencni syntetické (csDMARDs), (2) biologické

(bDMARDSs) a nejnovéjsi skupinu tvori (3) cilené syntetické Iéky (tsDMARDs) (6).

Prvni linii [éCby je monoterapie pomoci MTX, neni-li kontraindikovan. Po¢ate¢ni davka MTX 7,5
mg/tydné by méla byt v zavislosti na klinické odpovédi a toleranci jednotlivych pacientl postupné
navysSovana o 2,5 mg/tydné az do dosazeni davky 20-30 mg/tydné. V pfipadé pocatecni vysoké
aktivity onemocnéni je mozné zvazit kratkodobé podavani GLK (idedlné maximalné na 3 mésice)
ve vysoké davce jakozto premostujici terapii s pozvolnou redukci davky aZ do jejich vysazeni. V
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pripadé kontraindikace MTX je alternativni moznosti v prvni linii podani jiného konvencniho
syntetického chorobu modifikujiciho antirevmatika (csDMARD) - leflunomidu nebo sulfasalazinu.
Za predpokladu, Ze dojde k selhani terapie v prvni linii z divodu nedostatecné ucinnosti (po 3
mésicich intenzivni léCby pretrvava vysoka aktivita nemoci nebo po 6 mésicich neni dosazeno cile
lé¢by) nebo vyskytu neakceptovatelnych nezddoucich G¢inkd (NU), méla by byt pred dal$im
postupem stanovena pfitomnost prognosticky nepriznivych faktorl (vysoka aktivita nemoci,
pozitivni autoprotilatky a ¢asné erozivni poskozeni kloubl). U pacientl bez nepftiznivych
prognostickych faktorl, ukazujici na zavazny prlibéh onemocnéni, by mélo dojit ke zméné terapie
za jiny csDMARD, a to budto v monoterapii nebo v kombinaci. V pfipadé dalsiho selhani |é¢by (tj.
po 6 mésicich nedojde k dosazeni cile |éCby) by méla byt pridana do terapie biologicka chorobu
modifikujici antirevmatika (b DMARD) nebo cilené syntetické |éky (tsDMARD; inhibitory Janus
kindz). U pacientl s neptiznivymi prognostickymi faktory (velmi vysokd aktivita onemocnéni,
pozitivni autoprotilatky, ¢asné erozivni poskozeni kloubu, selhani > 2 csDMARDs) je v pfipadé
nedostatecné odezvy |éCby v prvni linii indikovano pfidani bDMARD nebo tsDMARD ke stavajici
terapii csDMARD. Pokud ani pridani bDMARD ¢i tsDMARD nevede k UspéSnému dosazeni cile, je
doporucena zména jednoho bDMARD za jiny nebo zdména bDMARD za tsDMARD, a to, dokud
neni dosazeno pozadované remise nebo alespon nizké aktivity onemocnéni (1, 17). Pfehledné

schéma terapie RA dle recentnich doporucenych postupt EULAR je uvedeno na Obrazku 1.
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Obrazek 1. Algoritmus Iécby revmatoidni artritidy dle doporucenych postupl Evropské ligy proti

revmatismu z roku 2020. Pfevzato a upraveno dle Smolen 2019 (1).
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N o v &

2010 ACR-EULAR klasifikacni kritéria podporuji ¢asnou diagnostiku

Metotrexat by mél byt soucdsti prvni linie Iécby. Pfestoze kombinacni terapie neni v Gvodu terapie doporucovdna, pouziti metotrexatu
v kombinacni [é¢bé s jinym csDMARD neni vylouceno. V takovémto pfipadé se vsak da ocekavat vyssi vyskyt nezadoucich ucinka bez
vyznamnéjsiho benefitu stran Gcinnosti, zejména je-li metotrexat v kombinaci s glukokortikoidy.

Cilem lécby je dosazeni klinické remise dle ACR-EULAR definice nebo jestlize je to nepravdépodobné, tak alesponi nizké aktivity
onemocnéni; cili by mélo byt dosazeno béhem 6 mésicd, nicméné [écba by méla byt upravena nebo zménéna, jestlize je nedostatecné
zlepSeni pozorovano jiz po 3 mésicich.

Trvald remise: > 6 mésicti ACR/EULAR index nebo Boolean remise.

Zvazte kontraindikace a rizika lécby.

Nejcastéji pouzivané kombinace obsahuji metotrexat, sulfasalazin a hydroxychlorochin

TNF-inhibitory (adalimumab, certolizumab, etanercept, golimumab, infliximab, EMA/FDA schvélené bDMARDs) abatacept, IL-6R
inhibitory nebo rituximab (za urcitych podminek); u pacientd, ktefi nemohou uZivat tsDMRDs jako komedikaci, IL-6 inhibitory a
tsDMARDs vykazuji jisté vyhody.

Snizeni davky nebo prodlouzeni intervalu mizZe byt bezpeéné provedeno u viech bDMARDs a tsDMARDs s nizkym rizikem zvyseni
aktivity onemocnéni; preruseni terapie je naopak spojovano s vysokym rizikem zvySeni aktivity onemocnéni; vétsina, ale ne vsichni
pacienti pak mohou dosdhnout zpét dobré terapeutické odpovédi poddnim stejného bDMARD/tsDMARD.

Ucinnost a bezpeénost bDMARDSs po tom, co selZe [é¢ba JAK inhibitorem zatim neni plné objasnéna; zaroveri neni jasna ucinnost a
bezpeénost jiného IL-6 inhibitoru po tom co predchozi preparat z této skupiny sele. Uéinnost a bezpeénost JAK inhibitoru po

nedostatecné odpovédi na jiny preparat z této skupiny také neni ziejma.
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3.2. Metotrexat

MTX se v terapii RA pouziva jiz 70 let (prvni zdokumentované pouziti MTX k |éCbé RA pochazi
z roku 1951). K masivnimu pouZziti pak doslo v 80. letech dvacatého stoleti se ziskanim indikace
pro léCbu RA (29). Presto, Ze od té doby prisla na trh cela fada modernich preparat(i, MTX stale
zaujima vyznamné misto a je povazovan za tzv. kotevni lIék v [éCbé RA (6, 30). V pribéhu casu pak
dochdzelo ke zméndam v davkovani tohoto léku, v soucasné dobé se jevi jako optimalni davkovani
10-15 mg tydné v ivodu lécby titrovano po 5 mg v horizontu 2-4 tydnQ, a to aZz do dosaZeni cilové
davky 20-30 mg tydné (31). Pacienti, ktefi netoleruji tuto ddvku z ddivodu NU viak mohou
profitovat také ze snizeného davkovani (6). Toto dllezité postaveni MTX v terapii RA vychazi

z nékolika dllezitych vlastnosti:

1) U priblizné 25-40 % pacient( dochazi k vyznamnému zlepseni pfi monoterapii MTX a
v kombinaci s GLK pak nizké aktivity onemocnéni ¢i remise dosahuje takrka polovina

pacient( v pfipadné ¢asné RA (tj. doba trvani onemocnéni kratsi 6 mésicu) (6).
2) NU pfi 1é¢bé MTX jsou jiz dobfe zndmy a vétsiné z nich Ize predchazet podavanim
kyseliny listové (viz bod 3.2.3. této prace) (32).

3) Vyssi ucinnosti v pripadé |écby pomoci bDMARDs a tsDMARDs bylo dosazeno v pfipadé
jejich kombinace s MTX (33).

4) Nizka cena.

3.2.1. Farmakokinetika metotrexatu
MTX je strukturnim analogem kyseliny listové a vykazuje tak radu podobnych vlastnosti.
Farmakokinetika (PK) zavisi na funkci specifickych transportért. Vzhledem k hydrofilni podstaté
MTX je jeho prostup pres biologické membrany do velké miry zavisly na systému prenaseci
zprostredkovavaného transportu, a to jak v pripadé intestinalni absorpce, distribuce do tkani, tak

také u renalniho vylu¢ovani (34).
Absorpce

U pacientll sRA je MTX nejc¢astéji podavan v perordlni formé, pripadné pak pomoci

intramuskularnich injekci. Po peroralnim podani dochazi k jeho rychlé absorpci, a to zejména v
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oblasti proximalniho jejuna, za ucasti membranového transportéru, ktery fyziologicky slouzi
k absorpci folati (Protone-coupled folate transporter — SLC46A1) a jehoZ optimdlni funkce je
dosahovano ptipH 5,5. Proto celkova absorpce peroralné podaného MTX zavisi zejména na
koncentraci a dobé, po kterou je Iék vystaven proximalni ¢asti tenkého stfeva (34). Maximalni
koncentrace v plazmé je po peroralnim podani dosazeno pfiblizné za 1,5 hodiny. V pfipadé
intramuskularnich injekci je tato doba o néco kratsi, konkrétné 1,3 hodiny. Biologicka dostupnost
MTX v pfipadé perordlniho podani je v rozmezi 50—-80 % (35). Tento pomérné znacny rozptyl je
dan vyznamnou interdividualni variabilitou. K poklesu biologické dostupnosti pak také dochazi se
zvysujici se davkou MTX nad 25 mg, coz se pfipisuje postupné saturaci transportnich mechanism(

podilejicich se na absorpci (34).
Distribuce

MTX je distribuovan do celé rady tkani vCetné jater, ledvin a synovialni tekutiny. K transportu
MTX do bunék dochazi v minoritni mife pasivni membranovou difuzi, zejména vsak aktivnim
transportem zprostiredkovanym folatovymi receptory na povrchu bunék (35). Vyznamnou roli
v transportu MTX do cilovych bunék revmatoidni synovialni tkané hraje prenasec redukovanych
folat 1 (Reduced folate carrier 1 (RFC-1) —SLC19A1) fungujici nejefektivnéji v neutrdlnim pH (34).
Opacnym smérem, ven z bunék, je MTX transportovan pomoci tzv. ATP-binding cassette
transportér(i (ABC ATP-binding cassette), zejména ABCC1 a ABCG2. Vazba na albumin se
v pfipadé MTX udava v rozmezi 20-70 % (35).

Metabolismus a eliminace

Na metabolismu MTX se podili 3 hlavni cesty: minoritni podil maji stfevni bakterie, které
metabolizuji MTX na kyselinu 4-amino-4-deoxy-N10-methylpteroovou. Touto cestou je
metabolizovano méné nez 5 % podané davky; dalSich méné nez 10 % je hydroxylovano na 7-
hydroxy-metotrexat (7-OH-MTX) v jatrech; 7-OH-MTX spolu se zbylym MTX podléhd polymerizaci
2-7 postrannimi fetézci kyseliny glutamové za ucasti folylpolyglutamylat syntazy (FPGS), a vznikaji
tak polyglutamatové derivaty (MTX-PGs), které zvysuji délku trvani cytostatického ucinku.
Vysledky studii ukazuji, Ze spiSe nez samotny MTX je za ucinnost |éCby timto |ékem zodpovédna

pravé jeho metabolizovana forma v podobé MTX-PGs, a MTX je tak nékdy povazovan za jakousi

25


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/7-hydroxymethotrexate
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/7-hydroxymethotrexate

formu proléciva (36). Za zpétny rozpad polyglutamatovych derivat( je zodpovédny enzym vy-
glutamyl hydroldza (GGH) (35). Navic MTX derivaty s vice nez 3 glutamatovymi fetézci nepatfi
mezi substraty ABCC exportnich protein(. Intracelularni rovnovaina koncentrace (steady -state)

MTX tedy zavisi na aktivité FPGS i GGH (37).

Renalni exkrece tvofi hlavni cestu vylu¢ovani MTX. Ledvinami je vylouceno vice nez 80 % podané
davky v nezménéné formé a dale priblizné 3 % v podobé hlavniho metabolitu 7-OH-MTX. Roli zde
hraje jak glomeruldrni filtrace, tak sekrece a reabsorpce v renalnich tubulech. Podobné jako
v pfipadé absorpce, i zde se vyznamné podili specifické transportéry pro organické anionty a
folaty, coz doklada skutecnost, Ze tubularni sekrece se na rendlni clearance MTX podili
2,5nasobné vice nez glomerularnifiltrace. V ptipadé rendlni exkrece se jednd zejména o prenasec
organickych aniontll 3 (Organic anion transporter 3 — SLC22A8), ktery je pfitomny na
basolateralni membrané proximalniho tubulu (34). Zbyvajici ¢ast MTX je vyloucena biliarni
exkreci (38). Polocas eliminace se pro MTX udava v rozmezi 6-10 hodin a 24 hodin po peroralnim
podani je MTX v plazmé nedetekovatelny. Po transportu MTX do intracelularniho prostredi a jeho
nasledné polyglutamaci dochazi k jeho pomalé kumulaci a prodlouzeni elimina¢niho polocasu na

1-4 tydny, coZz umoznuje poddvani MTX v tydennich intervalech (39).

3.2.2. Mechanismus ucinku metotrexatu
Presto, Ze v Uvodu této kapitoly je MTX popsan jako lék pouzivany jiz nékolik dekad a také jako
lék patFici k zakladnim stavebnim kamen(im 1é¢by RA, jeho pFesny mechanismus G&inkd (MU)
neni stale zcela objasnén. MTX byl plvodné vyvinut jakoZto antagonista folatl (antifolat)
inhibujici folatovy cyklus prostiednictvim vazby na dihydrofolat reduktazu (DHFR) poddvany ve
vysokych davkach (vice neZ 1 g v jednotlivé davce) na Ié¢bu leukémie. Tento ,,onkologicky” MU
zahrnuje inhibici syntézy purin s naslednym zastavenim bunécného cyklu v jeho S fazi, coz
s nejvétsi pravdépodobnosti vede aZz k bunécné apoptdze (40). Klinickd odpovéd na [écbu MTX
pfi takto vysokém davkovani v pripadé onkologickych onemocnéni zahrnuje pochopitelné také
Fadu neZadoucich GcinkG (NU), které viak je ve vétsiné pfipadli moZno zvladnout podanim
vysokych davek kalcia a zejména kyseliny listové — vitaminu Bg (vice informaci o NU viz kapitola
3.2.3) (4). Na druhou stranu, v pripadé nizkych davek MTX v lé¢bé RA (standardné davky 15-25
mg tydné) je soucdsti terapie a pouziva se pro zmirnéni nékterych NU bez toho, aniz by sniZovala
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samotnou ucinnost lécby (41). Kromé vySe uvedené inhibice folatového cyklu se na vysledném
ucinku lécby MTX pravdépodobné podili celd fada dalSich mechanism( zahrnujici: zvySeni
extraceluldrni koncentrace adenosinu, zvysenou tvorbu kyslikovych radikall, snizeni exprese

adhezivnich molekul a inhibice syntézy polyamin( sperminu a spermidinu.
Folatovy cyklus

Inhibice folatového cyklu je MU, ktery vedl k vyvoji MTX. V teoretické roviné MTX, jakoZto analog
kyseliny listové, kompetitivné inhibuje aktivitu enzymu dihydrofolat reduktazy (DHFR), na ktery
se vaze s priblizné 1000krat vétsi afinitou nez samotny folat. DHFR je zodpovédna za pfeménu
dihydrofolatu (DHF) na tetrahydrofolat (THF). Ten je nasledné dale metabolizovan pomoci serin
hydroxymethyltransferazy (SHMT) za vzniku 5,10-methylen-THF, ktery tvofi meznik pro syntézu
jak purinovych, tak pyrimidinovych bazi, ale i methylované DNA a proteind (napf. polyaminu viz
nize). 5,10-methylen-THF podléha metabolismu 3 klicovych enzym: (i) Methylentetrahydrofolat
dehydrogenaze (MTHFD1) za vzniku 10-formyl-THF, ktery se Ucastni de novo syntézy purinovych
bazi jakozto donor formylové skupiny pro 5-aminoimidazol-4-carboxamid ribonukleotid (AICAR)
za vzniku 5-formamidoimidazole-4-carboxamide ribonukleotidu (FAICAR), z kterého po
odstépeni vody vznika inosin-5-fosfat (IMP), posledni ¢lanek de novo syntézy purinového skeletu.
MTHFD1 je dale schopna metabolizovat 10-formyl-THF aZz zpét na puUvodni THF. (ii)
Methylentetrahydrofolat reduktdze (MTHFR), ktera svou aktivitou redukuje 5,10-methylen-THF
na 5-methyl-THF. Ten pUsobi (za Ucasti vitaminu B12) jako donor methylové skupiny pfi preméné
homocysteinu na methionin. Po pfipojeni s-adenosylové skupiny nasledné vznika s-adenosyl
methionin (SAM) pusobici jako donor methylové skupiny pfi vzniku methylované DNA a
methylovanych proteinl. (iii) Thymidylat syntdze (TYMS), enzymu katalyzujicimu ptipojeni
methylové jednotky k deoxyurudin monofosfatu (dUMP) za vzniku deoxythymidin monofosfatu
(dTMP). Inhibice TYMS tak mda za nasledek depleci dTMP a misto néj je do bunécné DNA

inkorporovdn uracil. Tato zména vede k poskozeni chromozomu a burika nasledné umira (4, 29).
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Obrazek 2. Vliv metotrexatu na folatovy cyklus. Pfevzato a upraveno dle Brown et al. 2016 (29)
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MTX inhibuje enzym DHFR, ktery pfeménou dihydrofolatu na tetrahydrofolat hraje klicovou roli
ve folatovém cyklu. Dusledkem této inhibice dochadzi ke snizeni koncentrace 5,10-CH2=THF, a tim
je ovlivnéna syntéza purinovych bdzi, pyrimidinové bdze thymidinu (zde se MTX podili rovnéz

inhibici TYMS) a také methylace DNA a proteind.

5,10-CH3-THF, 5,10-methylen-tetrahydrofolat;, DHF, dihydrofolat; DHFR, dihydrofolat reduktdza;
dTMP,  deoxythymidin  monofosfat;, dUMP,  deoxyurudin  monofosfat;,  MTHFDI1;
methylentetrahydrofoldt dehydrogendza;, MTHFR, methylentetrahydrofoldt reduktdza;, MTX,
metotrexdt; SAH, s-adenosinhomocystein;, SAM, s-adenosinmethionin;, THF, tetrahydrofoldt;

TYMS, thymidilat synzdta.

Adenosinova draha

Zvyseni extraceluldrni koncentrace adenosinu je povazovano za klicovy MU v lé¢bé pomoci
nizkych davek MTX. Ten svoji vazbou k intracelularné umisténému enzymu AICAR transformylaze
(ATIC) zpUsobuje inhibici tohoto enzymu vedouci k narlistu AICAR (snizenim jeho metabolizace
na FAICAR), ktery nasledné blokuje aktivitu dalSich dvou nezbytnych enzymi této drahy —
adenosin deamindzu (ADA) a AMP deamindzu (AMPDA). Tato blokdda ma za nasledek dvé
skuteCnosti. Za prvé nizsi koncentrace FAICAR spolu sinhibici AMPDA vede ke sniZeni
koncentrace inositol monofosfatu (IMP) a tim i redukci syntézy purinovych bazi (viz predchozi
odstavec) a za druhé, vzhledem k AICAR navozené inhibici ADA dochazi k zvyseni intracelularni
koncentrace adenosinu (prehledné Obrazek 3) (42). Ten je za pomoci extraceluldrniho
nukleosidového transportéru (ENT1) transportovan ven z bunky a dochazi kzvyseni jeho
extraceluldarni koncentrace. VétSina adenosinu je vSak syntetizovdna extracelularné, a to
defosforylaci adenosin trifosfatu (ATP) za ucasti nukleosid trifosfat fosforylazy (CD 39) a ecto-
5'nukleotidazy (CD73). Adenosin je nasledné budto pfeménén zpét na inosin za ucasti adenosin
deamindzy (s velice nizkym polo¢asem mérenym ve vtefinach) nebo se vdze na adenosinové
receptory (ADORs), a tim se vyznamné podili na imunosupresivnim ucinku MTX (grafické
znazornéni efektu MTX na tvorbu adenosinu uvadi Obrazek 4) (4). Jednd se o receptory sprazené

s G proteinem a prozatim byly popsany 4 typy téchto receptori: ADORA1, ADORA2A, ADORA2B
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a ADORAS3. Zatimco aktivace receptorll ADORA1 a ADORA2B vede k prozanétlivému ucinku a
zvysené produkci prozanétlivych cytokinl z neutrofild a monocytd, aktivace ADORA3 a zejména
pak ADORA2A receptoru naopak pUsobi protizanétlivé diky redukci IL-1B, TNF-a, IL-6 a sniZeni
neutrofilni produkce superoxid(. Protichidné ucinky zpisobené vazbou na rizné subtypy ADORs
naznacuji, Ze jednotlivé receptory jsou spojené srlznymi typy bunék a Ze zasahuji r(zné

signalizacni drahy zprostifedkované G proteiny (43).

Obrazek 3. Intraceluldrni efekt metotrexdtem navozené inhibice ATIC. Pfevzato a upraveno dle

Mangoni et al. 2017 (42)
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MTX svou inhibici ATIC zvySuje koncentraci AICAR, coZ mad za ndsledek inhibici ADA a také AMP
deamindzy. Inhibice ADA se podili na zvyseni intraceluldrni koncentrace adenosinu, zatimco
inhibici AMP deamindzy se sniZuje koncentrace IMP, nezbytného k de novo syntéze purinovych

bazi. Snizeni koncentrace IMP je ddle zptlisobeno sniZzenou produkci FAICAR.

5°-NT, 5°'nukleotiddza; ADA, adenosin deamindza; AMP, adenosin monofosfat; AMP, 5’adenosin
monofosfdat aktivovand protein kindza; ATIC, 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonukleotid
(AICAR) transformyldza; FAICAR, 5-formamidoimidazole-4-carboxamide ribonukleotid; IMP,

inosin monofosfat; MTX, metotrexdt.
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Obrazek 4. Schematické znazornéni zvyseni koncentrace adenosinu pfi inhibici ATIC a jeho vliv

na inhibici zanétlivych procesu. Pfevzato a upraveno dle Friedman a Cronstein 2019 (4)
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Metotrexat (MTX) zplsobuje blokddu 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide (AICAR)
transformyldzy (ATIC). Tim dochdzi ke kumulaci AICAR a ndsledné blokddé adenosin deamindzy. Takto
intraceluldrné vytvoreny adenosin je transportovdn ven z buriky pomoci nukleosidového transportér
(ENT1). ATP a ADP v extraceluldrnim prostoru jsou postupné defosforylovdny transmembrdnovou
jednotkou nukleosid trifosfat fosforylazy (CD 39) na AMP, ktery je ndsledné jednotkou ecto-
5’nukleotiddzy (CD73) transformovdn na adenosin. Extraceluldrni adenosin muZe byt pfeménén na

inosin nebo se navdzat na adenosinovy receptor.
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Tvorba kyslikovych radikald

Lécba MTX ma za nasledek zvysenou apoptozu transformovanych T bunék imunitniho systému,
ktera je zavisla na davce a délce terapie, na cemz se podili zvySena tvorba kyslikovych radikala
(29). Tetrahydropterin Ucastnici se endotelidlni syntézy oxidl dusiku zprostfedkované
endotelialni NO syntazou (eNOS) jakoZzto kofaktor i ligand se timto méni na dihydropterin.
Zatimco tetrahydropterin zvySuje produkci eNOS, dihydropterin vede k jejich rozpadu a tvorbé
superoxidd. Na mySim modelu pak byla prokdzdna snizend syntéza tetrahydropterinu pfi
podavani MTX a nasledné zvysena koncentrace superoxidl v porovnani s placebem (4).
Tetrahydropterin je metabolizovan zpét na dihydropterin za ucasti DHFR, klicového enzymu

folatového cyklu, ktery je inhibovan MTX (29).
Adhezivni molekuly

Adhezivni molekuly, mezi které radime vaskularni adhezivni molekuly 1 (vascular cell adhesion
protein 1; VCAM1), intraceluldrnich adhezivni molekuly 1 (intercellular adhesion molecule 1;
ICAM1) a E-selektin, jsou nezbytné pro interakce mezi jednotlivymi burikami a jejich produkce je
zvysena v pripadé zanétlivych stavd stimulaci rGznymi pro-zanétlivymi cytokiny (44). Soucasné
poznatky naznacuji, ze MTX by mohl omezit transport zanétlivych molekul do synovie pravé

sniZzenim exprese téchto adhezivnich molekul (29).

Vzorky synovie ziskané biopsii pacientl 1é¢enych MTX po dobu 16 tydnu prokdazaly vyznamné
snizeni koncentrace E-selektinu a VCAM1 podobné jako koncentrace IL-1B, TNF-a v porovnani se
vzorky od stejnych pacientd pred zahajenim Iécby. Zaroven byla prokdzana statisticky vyznamné
nizsi zanétliva aktivita onemocnéni (hodnoceno dle DAS, CRP, ESR aVAS). SniZzeni koncentrace
ICAM1 bylo dosazeno pouze numericky (45). Naopak, exprese ICAM1, pravdépodobné jakozto
disledek zvyseni extracelularni koncentrace adenosinu a jeho nasledné vazby na ADORAA1 a A2
receptory pfi |écbé pomoci MTX, byla prokdzand ve studii Johnston et al. z roku 2005 (44).
Vysledky vySe zminénych studii dale potvrzuje ve své praci Klimiuk et al., ktery uvadi statisticky
vyznamné zvyseni solubilnich forem VCAM1, ICAM1 a E-selektinu u pacientd snové
diagnostikovanou RA bez predchozi |écby DMARDs v porovnani s kontrolni skupinou pacient(

s osteoartrdzou a zaroven statisticky vyznamné sniZzeni koncentrace téchto adhezivnich molekul
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u pacientl s RA po 6mésicni terapii MTX. Tyto vysledky byly dale doprovazeny snizenim klinickych
znamek aktivity RA (hodnoceno dle DAS, CRP a ESR) (46). Kromé toho stimulace exprese
ADORA2A a jejich adenosinové aktivace in vitro vedla ke snizeni hladin E-selektinu, ICAM1 i

VKAM1 (47).
Cytokiny

Daléim MU, ktery pravdépodobné uplatfiuje pti lé¢bé MTX, je jeho schopnost snizovat chemotaxi
a adhezi zanétlivych molekul. T buriky izolované a nasledné aktivované ex vivo od pacientl s RA
[é¢enych MTX mély sniZzenou schopnost produkce IFNy, IL-4, IL-3, TNF a také granulocyt-
makrofag-kolonie stimulujici faktor. Na zdkladé snizeni nékterych z vySe uvedenych cytokinl se
predpoklada, Ze diferenciace T bunék na Th1 nebo Th2 buriky je snizena v porovnani s pacienty
s RA bez |é¢by MTX. MTX navic sniZuje pocet TNF pozitivnich CD4 T bunék, a naopak zvysuje IL-
10 CD4 T bunky (4). V neposledni fadé pak kultury fibroblast( spolu s T lymfocyty od pacientt
s RA vykazuji zvySenou produkci IL-15 zprostfedkovanou pomoci bunééného kontaktu. IL-15
nasledné zvysuje koncentraci cytokint IFNy, IL-6, a IL-17. Tyto cytokiny stimuluji expresi cytokin
dalsich, tentokrat IL-15, IL-8 a IL-6, ¢imZ dochazi k vytvoreni zpétnovazebné smycky. Snizenou

adhezi fibroblastl a T lymfocytl MTX zplsobuje preruseni tohoto cyklu (48).
Inhibice polyamin(

Polyaminy fadime mezi organické slouceniny obsahujici vice nez jednu aminoskupinu. Z naseho
pohledu hraji vyznamnou roli dvé slouceniny — spermin a spermidin. ZvySena koncentrace téchto
polyaminl byla zjiSténa v synovialni tkani, synovidlni tekutiné, mononuklearnich burikach
periferni krve (peripheral blood mononuclear cells; PBMCs) a v moci pacient( s RA. Pfi syntéze
polyamin( se uplatiiuje jejich metylace za pritomnosti metylového donoru v podobé methioninu
¢i SAM. Inhibici folatového cyklu je vSak tato cesta prerusena (viz folatovy cyklus nebo Obrazek
2). Polyaminy mohou byt monocyty pfeménény na lymfotoxiny (LT), zndmé téz jako TNF-B,
s cytotoxickou aktivitou obsahujici hydrogen peroxidazu a amoniak. LT indukuji genovou expresi
imunitnich molekul jakymi jsou napfiklad adhezivni proteiny a hlavni histokompatibilni komplex

(4).
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3.2.3. Nezadouci ucinky |éCby metotrexatem
V revmatologii se pouzivaji podstatné nizsi davky MTX, neZ je tomu v ptipadé |écby onkologickych
onemocnéni, presto se ani zde pochopitelné NU nevyhneme a minimdlné jeden z nich se
v pribéhu lécby objevi u vice nez 70 % pacientll (49). Na zdkladé zvazeni benefitll a pripadnych
rizik pro pacienty vSak MTX stale predstavuje zakladni stavebni kdmen v Iécbé RA (1). BohuzZel az
30 % pacient(l s RA musi z diivodu NU lé¢bu MTX prerusit béhem prvniho roku uZivani (32, 35). U
rady dalSich jsou maximalni tolerované davky nedostatecné pro dosazeni cild lécby (viz bod
3.1.5), a je tak nezbytné pfistoupit ke kombinované 1é¢bé (50). Riziko NU je mirné vy3si v prvnich
6 mésicich |écby, nicméné dlouhodoba monitorace je nezbytnd po celou dobu |écby (35). Mezi
vyznamné rizikové faktory zvysujici toxicitu MTX se fadi jeho vysoka jednotliva i kumulativni
davka, sniZzené renalni funkce pacientd, lékové interakce a v neposledni fadé je zvaZovan také vliv
genetickych polymorfismU pro transportéry a enzymy zodpovédné za metabolismus a eliminaci

MTX (39).

Samotné NU MTX mGZeme rozdélit do &tyr kategorii: kategorie A dévkové zavislé, kategorie B
idiosynkratické, kategorie C efekt kumulativni davky a kategorie D odloZzené NU (mohou se
vyskytnou i po vysazeni |éCby). Kategorie A typicky zahrnuje mukdzni, kozni, gastrointestinalni
(GIT) NU a pancytopénii, ktera véak maze byt zarover projevem idiosynkratické reakce (kategorie
B). Do kategorie C se radi chronické onemocnéni jater, hematotoxicita a onemocnéni plic, ackoli
zejména v pripadé jaterni toxicity nebyla souvislost s kumulativni davkou MTX zatim plné

prokazana. Mezi odloZené (kategorie D) NU patii napiiklad teratogenita (51).

Management NU se ¢aste¢né lii dle jejich typu a lokalizace. Konkrétni doporuéeni jsou tak
uvedena pod jednotlivymi NU. V p¥ipadé MTX hraje dGleZitou roli suplementace folat(i (vitamin
Bo; kyselina listova a kyselina folinovad) pro zmirnéni téch NU, které jsou navozeny inhibici
foldtového cyklu (mukdzni, GIT, hematologicka a jaterni toxicita). Pfinos této suplementace
potvrzuje rozsahly systematicky prehledovy ¢lanek autorll Shea et al. zahrnujici studie z obdobi
1966-2012 porovnavajici vyskyt NU v pfipadé suplementace jednotlivymi formami folatd
v porovnani s placebem. V pripadé kyseliny listové byla zjiSténa statisticky vyznamna redukce
relativniho rizika 0 81 % u abnormalnich sérovych hladin transaminaz (RR 0,19; 95% Cl, 0,10-0,36;
p< 0,00001). Relativni snizeni rizika GIT potizi (nauzey, zvraceni nebo abdomindlnich bolesti) o0 24
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% nedosahlo statistické vyznamnosti (RR 0,76; 95% Cl, 0,59-1,01; p=0,057). Zaroven se snizilo
celkové mnoizstvi pacient(, ktefi ukoncili Ié¢bu MTX o 14,2 % absolutné (RR 0,43; 95% Cl, 0,29-
0,64; p< 0,00001). Podobnych vysledkl pak bylo dosazeno také v pripadé kyseliny folinové.
Relativni redukce rizika abnormalnich sérovych hladin transamindz bylo 73 % (RR 0,27; 95% Cl,
0,16-0,44; p< 0,00001). NU v oblasti GIT byly snizeny pouze numericky o 22 % (RR 0,78; 95% Cl,
0,59-1,02; p=0,066). Podobné jako v pripadé kyseliny listové, i zde doslo k statisticky vyznamné
nizsSimu poctu ukonceni lécby MTX a to o 16,2 % absolutné (RR 0,35; 95% Cl, 0,23-0,53; p<
0,00001). Na tomto misté je také duleZité zdlraznit, Ze suplementace folatd nevedla k snizeni
samotného Gcinku lé&by pomoci MTX (52). Pro zmirnéni vy$e uvedenych NU je pfi lé¢bé& MTX dle
Ceské revmatologické spole¢nosti doporuc¢eno soubézné podavani kyseliny listové v davce 10 mg

tydné. Kyselina listova se obvykle poddva den po uziti MTX (20).
Gastrointestinalni nezadouci Gcinky

GIT NU pat¥i mezi ty €ast&jsi a b&hem prvnich dvou let terapie MTX se v r(izné mife vyskytnou u
vice neZ 50 % pacientl (nauzea=15 %, bolesti Zaludku=10 %, prijem=5 %, dyspepsie=10 %, ztrata
chuti=10 %, zvraceni=5 % a stomatitida=5 %) (53). Pfesto, Ze se jednd spie o mirné NU, u 13-28
% pacientl vedou k ukonceni terapie MTX. ZvySeni vyskytu GIT obtizi pfi 1é¢bé MTX bylo
pozorovano v souvislosti se zvysenymi hladinami homocysteinu (Hcy) a také u pacientd s mutaci

genu pro SLC19A1 (35).

V pripadé vyznamnéjsich GIT komplikaci se vyhodnéjsi jevi podavani MTX v subkutanni, pripadné
intramuskularni formé. Tento postup vsak byl pouzivan spiSe na empirickych zakladech. Studie
autord Kromana et al. z roku 2014 pomoci analyzy dotaznikt zaslanych pacientdm, u kterych byla
provedena zména z perordlné poddvaného MTX na parenteralni, potvrdila benefit tohoto

postupu stran GIT potizi (kromé frekvence vyskytu nauzey) (53).
Hepatotoxicita

Hepatotoxicita se fadi mezi dalsi ¢asté NU pFi |é¢b& MTX. Jaterni biopsie u pacientd uZivajicich
MTX ukdzaly zmény zahrnujici hypertrofii stelarnich jaternich bunék, steatdzu a jaterni cirhdzu.
U 1435 % pacientd byly naméfeny zvySené hladiny jaternich  enzymi

alaninaminotransferazy/aspartataminotransferazy (ALT/AST) (35). Toto zvySeni bylo nejcastéji
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spojovano s BMI > 30 kg/m2, celkovym cholesterolem> 6,2 mmol/L, soucasnou |écbou bDMARS
a nedostatec¢nou suplementaci kyselinou listovou (54). Pfesny mechanismus, kterym MTX tyto
jaterni funkce ovliviiuje, vSsak nebyl doposud objasnén. Jednou z moznosti je dlouhodobé
intracelularni hromadéni MTX-PGs v jaternich burikdch vedouci kdepleci folatd jakozto
nezbytného komponentu k syntéze DNA. ZvySené plazmatické hodnoty Hcy u pacientd s RA
tolerujici MTX pak mohou vést k oxidativnimu stresu vedoucimu k cytotoxickému efektu a
naslednému ukladani tuku do jaterni tkané. Z rizikovych faktorl pro rozvoj hepatotoxicity se
uvadi dédicné predpoklady, zvySend konzumace alkoholu, jaterni onemocnéni v anamnéze,
obezita, DM, hyperlipidemie, nedostateénd suplementace kyselinou listovou, uzivani

hepatotoxickych |ék( a kumulativni davka MTX (35).
Pulmondlni nezadouci ucinky

Sipani, kasel, dusnost ¢i pripadné jiné plicni priznaky se udavaji priblizné u 25 % pacientld s RA
lé¢enych MTX. Vzhledem k ¢asnému vyskytu téchto NU, nejéast&ji béhem prvnich 4 tydnd, se
v tomto pripadé jedna spise o idiosynkratickou imunitni reakci. Plicni toxicita MTX se dale mGze
manifestovat jako plicni fibrdéza, intestindlni pneumonitida nebo jako difuzni alveolarni postizeni.
PFesny mechanismus vzniku téchto NU neni zndm, nicméné se pfisuzuje zanétlivému, infekénimu

a lymfoproliferativnimu pasobeni (35).

Pacientim je doporucovano bedlivé sledovat pfipadné dychaci symptomy, které by mohly
naznacovat plicni toxicitu MTX. Osetrujici lékafi by méli byt obzvlasté opatrni u pacientd
s predchozimi plicnimi onemocnénimi. V pfipadé vyskytu zavaznych plicnich NU se doporuéuje

ihned prerusit Ié¢bu MTX a zaroven nasadit GLK (35).
Hematotoxicita

Lécba MTX muZe zplUsobovat hematotoxicitu vyjadienou jako myelosupresi, pancytopénii,
trombocytopenii, leukopenii a megaloblastickou anémii. Jednd se o zavazné nezadouci Ucinky a
udava se, Ze az 25 % pacientl musi IéCbu MTX ukondit z dlivodu vaznych hematotoxickych
nezadoucich u¢inkd (35). U myelosuprese se ¢astéji jedna o NU projevujici se po delsi dobé 1é¢by
jako vysledek antagonismu folatl v kostni dfeni, nicméné se muze objevit i na dvce nezavisly NU

a to béhem jednoho nebo dvou mésicl 1éCby. V takovémto pripadé se pravdépodobné jednd o
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idiosynkratickou reakci imunitniho systému. Myelosuprese v navaznosti na lécbu MTX se
objevuje u 2-10,2 % pacientl se zanétlivymi revmatickymi onemocnénimi (55). K nej¢astéjsim
hematotoxickym NU patfi vyskyt neutropénie s vyskytem 1,4-7 %. Trombocytopenie byla
pozorovana u 3-4 % pacientl |éCenych MTX. ZvySené riziko rozvoje trombocytopenie pak
vykazovali pacienti soubézné léceni NSAID. Nejméné Castym jevem je popisovana pancytopénie
s vyskytem 0,3-2,1 % (55). Leukopenie se nejcastéji vyskytuje béhem prvnich tfi tydna IéCby, po
uplynuti této doby muZe dojit k obnové kostni dfené. Zavainost téchto NU byva davéna do
spojitosti s velikosti davky a jeji frekvenci (35). Mechanismus, jakym k hematotoxickému
pusobeni MTX dochdzi, zatim nebyl pIné objasnén a zda se, Ze svou roli bude hrat vice faktor(
(35). Presto, Ze jak terapeuticky, tak toxicky efekt MTX je spojovan predevSim s
jeho intracelularnim plsobenim, na myelosupresi se zfejmé podili extraceluldarni koncentrace
nevazaného MTX (55). Jako rizikové faktory pro rozvoj hematotoxickych NU p¥i lé¢bé MTX byly
popsany: vék, infekce, nedostatek kyseliny listové, hypoalbuminemie a soubézna terapie (35). Za
zavazny rizikovy faktor je dale povazovana rendlni insuficience, pfi které dochazi k snizenému
vyluéovani MTX (55). Zejména u hemodialyzovanych pacientd hrozi vysoké riziko pancytopénie

se zavaznymi a Casto fatdlnimi nasledky (35).

Pro kontrolu piipadného hematotoxického NU MTX se doporucuje provedeni kompletniho
krevniho obrazu a to minimalné 3 mésice pfed nasazenim lécby a nasledné provadét kontroly po

4-12 tydnech (35).
Nefrotoxicita

MTX navozend nefrotoxicita patii k pomérné ¢astym NU lécby RA. Zavaznost tohoto NU je
umocnéna tim, Ze samotny MTX je z vice nez 80 % vylucovan pravé ledvinami. MTX navozené
snizeni renalnich funkci tak vede ke zpomaleni vylucovani tohoto léku s naslednym zvysenim jeho
plazmatickych koncentraci, coz se muize projevit dalSimi nezddoucimi ucinky (35). Nefrotoxicita
je navozena precipitaci MTX a jeho metabolitl v proximalnich tubulech, coZ vede k edému a
naslednému umrti bunék (56). K precipitaci MTX dochazi v disledku jeho sniZzené solubility pfi
nizkém pH. Za zminku jisté stoji i skute¢nost, Ze 7-OH-MTX vykazuje 6 az 10nasobné nizsi

solubilitu nez samotny MTX (35).
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Vzhledem ke skutecnosti, Ze snizeni rendlnich funkci probihd bezptiznakové v jeho pocatecnim
stadiu, doporucuje se v pfipadé zahdjeni 1é¢by MTX monitorovani plazmatickych koncentraci
kreatinu (a z néj odvozenych odhadl renalnich funkci) a také samotného MTX. Jako indikatory
ledvinného poskozeni Ize vyuZit také nékteré biomarkery — kidney injury marker-1 (KIM-1) a
cystatin C (CysC) (57). Erdbriigger a deGroot ve své publikaci doporucuji snizeni davky MTX na
polovinu v pripadé, Ze dojde ke snizeni glomerularni filtrace pod 30ml/min (58). Symptomaticka
|écba MTX navozené nefrotoxicity spociva ve zvySeni pH alkalizaci moci a tim snizenim precipitace
MTX. Solubilita MTX a jeho metabolit se v pripadé zmény pH z 6,0 na 7,0 zvySuje 5-8nasobné
(59).

Karcinogenita

Hodnoceni karcinogenniho uc¢inku MTX u pacientl s RA neni jednoduché kvili skute¢nosti, ze
samotna RA se kvdli jeji autoimunitni patologii fadi mezi rizikové faktory pro rozvoj malignit.
Nicméné nékolik rozsadhlejSich studii a také celd rfada kazuistik prokazaly zvySeni rizika vyskytu
lymfomu u pacientll [éCenych pomoci MTX. To poukazuje na skutecnost, Ze MTX nelze vyloudit
jakoZto samostatny rizikovy faktor. V nékolika pfipadech bylo zaroven prokazano, Zze po ukonceni
lécby MTX doSlo k spontannimu vymizeni nebo nebyla pozorovdna rekurence nadorového

onemocnéni (35).
Infekce

Podobné jako v predchozim pfipadé, i v pripadé infekci je slozité odlisit, do jaké miry se jedna o
NU zplisobené 1éébou MTX nebo jde o nasledky samotného onemocnéni RA, kterd sama ve své
podstaté vede k dysbalanci imunitniho systému. Avsak vzhledem k imunosupresivnimu ucinku
MTX se da predpokladat ndrlst infekénich onemocnéni a také jejich vyssi zdvainost. Mezi

nejCastéji pozorované patfi infekce bakteridlni, herpes zoster a dalsi oportunni infekce (35).

Pacientim lé¢enym MTX se obecné nedoporucuje ockovani s vyjimkou téch proti chfipkovym

virim a pneumokokové infekci (35).
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Oralni ulcerace

Vyskyt zavaznych ordlnich ulceraci je béZny v pfipadé vysoko davkového schématu u onkologické
lé¢by, nicméné v mensi mife jsou zaznamenany pfipady tohoto NU také u pacient(l s RA. Vyskyt
oralnich ulceraci se uddva u 11-17 % pacient( |é¢enych nizkymi davkami MTX (51). Za nejcasté;si
pric¢inu vzniku oralnich ulceraci u pacientd s RA je povaZovana pravé zvysena expozice MTX, a to
z dGvodu chybného davkovani (typicky zaména tydenniho davkovaciho rezimu za rezim jednou
denné), snizenych renalnich funkci a Iékovych interakci (NSAID, kyselina acetylsalicylova,
penicilin). Druhou moZnou pficinu tvofi nedostatecna suplementace kyselinou listovou, jelikoz
bunky slizniéni mukdzy (podobné jako buriky kostni dfené) patfi mezi buriky rychle se délici a
ordlni ulcerace jsou zplsobeny nedostatkem ,stavebniho materialu“ (purinovych a

pyrimidinovych bazi) zplsobeného inhibici dihydrofolat reduktazy (60).
Teratogenita, mutagenita a fertilita

Teratogenita MTX je u lidi dobfe zdokumentovana v pfipadé vysoko davkové l1é¢by onkologickych
onemocnéni. Mezi nejCastéji zjisténé abnormality patfi defekty lebky, koncetin, rlizné dalsi
skeletdIni defekty a poruchy vzrlQstu. Pro davky uzivané u lé¢by RA jsou vSak data omezena.
Prospektivni observaéni kohortova studie hodnotila vliv expozice MTX (v maximdalni ddvce 30 mg
tydné) na riziko vyskytu spontannich potratd, zavaznych vrozenych vad, pred¢asného porodu a
snizené porodni hmotnosti u dvou skupin exponovanych MTX a dvou kontrolnich skupin. RA
patfila mezi nejcastejsi pricinu uzivani MTX (62,3 %). Prvni exponovanou kohortu tvofily Zeny,
které byly MTX vystaveny i po poceti (h=188) a druhou pak Zeny, které byly MTX vystaveny pouze
pred samotnym pocetim (méné nez 2 tydny pred posledni menstruaci; n=136). Kontrolni skupiny
tvofily Zeny s autoimunitnim onemocnénim neuzivajici MTX a také Zeny bez autoimunitniho
onemocnéni obecné. Nejvyraznéjsi narlst byl pozorovan v pfipadé spontannich potratl ve
skupiné Zen uzivajicich MTX i po poceti s celkovym vyskytem 39 pfipadl (20,7 %). Nardst rizika
pak byl vice nez dvojnasobny vporovnani s kontrolni skupinou (Zeny s autoimunitnimi
onemocnénimi nevystavené lécbé MTX; HR 2,1; 95% Cl, 1,3-3,2). Za zminku také jisté stoji nizka
kumulativni incidence spontannich potratl v pfipadé skupiny Zen, které byly vystaveny MTX

pouze pred pocetim s celkem 12 pripady (8,8 %). Zavazné vrozené vady byly pozorovany pfiblizné
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trojndsobné v pripadé kohorty Zzen s MTX béhem téhotenstvi (6,6 %) v porovnani s kontrolni
skupinou bez autoimunitnich onemocnéni (2,9 %), (OR 3,1; 95% Cl, 1,03-9,5). V pripadé ostatnich
sledovanych parametrl nebyla mezi jednotlivymi skupinami dosaZena statisticka vyznamnost

(61).

U Zen ve fertilnim véku uZivajicich MTX by méla byt zajisténa dostatecné ucinna antikoncepcni
metoda. V pripadé, Ze se tyto Zeny rozhodnou pro planované poceti, MTX by mél byt vysazen v

predstihu minimalné 3 mésicl (62).

Vliv MTX na muzské pohlavni buriky mdzeme rozdélit do tfi skupin: (1) pfimy cytotoxicky efekt,
(2) teratogenni efekt a (3) mutagenni efekt. Cytotoxicky efekt MTX spocivd v jeho schopnosti
prechazet pres hemato-testikularni bariéru a zplUsobovat bud smrt spermii vedouci
k oligospermii nebo jejich dysfunkci. Oboji pak vede k snizeni fertility. Teratogenita MTX je
zplUsobena jeho prenosem prostrednictvim ejakulatu pfi pohlavim styku (MTX je absorbovan
vaginalni sliznici a predpoklada se, Ze tato koncentrace bude minimalné 3x nizsi, nez je
koncentrace MTX v ejakuldtu). Vznik teratogenity timto zplsobem zatim nebyl prokazan jako
relevantni a neexistuji ani studie hodnotici koncentraci MTX v ejakuldtu. Pfesto viak nemf(ze byt
toto riziko vylou¢eno. Mutagenni potencidl MTX mUZe vést k tvorbé spermii s abnormdlnim
poctem chromozomd. PrestozZe vétsina téchto mutaci neni déle Zivotaschopna, v pfipadé, Ze by
doslo koplodnéni pravé takovou spermii, dosSlo by kvzniku zygoty s cytogenetickou
abnormalitou. S nejvétsi pravdépodobnosti by tato situace vedla kvzniku vrozené vady u
vyvijejictho se potomka. Nicméné riziko vrozenych mutaci se zda byt nizké, jelikoz samotné
chromozomalni mutace jsou pro spermie limitujicim faktorem a k oplodnéni tak ¢astéji dochazi
zdravymi spermiemi, které dosahnou vajicka dfive. Zaroven v pfipadé vzniku abnormalni zygoty
hrozi zvysené riziko potratu v Casnych fazich vyvoje. Vzhledem kvySe uvedenému, je
pravdépodobnost vzniku potomka sabnormalnim pocltem chromozomu nizka a hrozi
spiSe snizena fertilita a vznik spontannich potratd. Dals$im potencidlnim mutagennim efektem
MTX je vznik bodovych mutaci. Tyto mutace mohou vést k tvorbé spermii nesouci danou mutaci
ve své dominantni i recesivni alele (v pripadé, Ze se mutace nachazi na recesivni alele, nemusi
nutné dojit k jejimu projevu) (63). Studie porovnavajici pravdépodobnost vzniku vrozenych
malformaci u 127 déti, jejichz otcové uzivali vdobé minimalné 90 dni pred pocetim MTX
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s kontrolami (déti narozené bez této expozice MTX), neprokazala sledovanou asociaci (OR 1,01;

95% Cl, 0,37-2,74) (64).

V pripadé muzské fertility a mutagenity je doporuceno prerusit lécbu MTX 3 meésice pred
planovanym pocetim. Tato doba by méla byt dostate¢na pro obménu potencidlné mutagennich
spermii. Toto doporuceni vsak vychazi spiSe zdosud znamych informaci o ¢asovém ramci

spermatogeneze nez z evidence hodnotici vyskyt klinicky vyjadienych mutaci (63).

3.2.4. Farmakogenetika metotrexatu
Farmakogenetika se radi mezi moderni nastroje klinické farmakoterapie a v zavislosti na
pacientové specifickych genetickych predispozicich umoZnuje vést personalizovanou |écbu.
Recentni studie ukazuji, Ze duleZitou roli v terapii MTX hraji tzv. bodové mutace (single nucleotide
polymorphisms (SNPs) (65, 66). Tyto SNPs jsou lokalizovany na genech kdédujicich enzymy a
transportéry dulezité pro farmakokinetiku a farmakodynamiku MTX. Jednotlivé mutace
(pfipadné jejich kombinace) jsou schopny ovlivnit Ucinnost 1é¢by MTX rlznymi sméry. Na jednu
stranu mohou SNPs vést k snizeni jeho ucinnosti vedouci typicky kvyssi zanétlivé aktivité
onemocnéni. Na stranu druhou je zde také moznost opacné situace, kdy zvySeni ucinnosti MTX

vede k vy$§imu vyskytu a zavaznosti NU (8, 67, 68).
Transportni proteiny

Transportni proteiny hraji vyznamnou roli ve vstiebani peroralné podaného MTX (SLC46A1), na
jeho vstupu do bunék (RFC — SLC19A1), ale také na jeho odstranéni z intraceluldrniho prostoru

(ABC transportni proteiny) a eliminaci z téla sekreci v renalnich tubulech (SLC22A8).

Presto, Ze nékolik studii se zabyvalo polymorfismy u pfenasece SLC46A1, Zadna z téchto studii se

netykala Ié¢by pomoci MTX ani pacient(i s RA (69, 70).

Data ze studii naznacuji, Ze G80A polymorfismus genu pro RFC-1 se podili na zméné koncentrace
folat v téle. Pacienti nesouci homozygotni 80AA genotyp vykazuji, v porovnani s ,wild type
(80GG)“ homozygoty nebo heterozygoty, vyssi plazmatické koncentrace folatl a MTX a zaroven
vyssi koncentrace MTX-PGs v erytrocytech (71). Vysledky studii pro SNPs u RFC-1 jsou vsak

nekonzistentni. Hayashi et al. popisuje vice nez dvojnasobné snizeni ucinnosti |écby MTX u
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pacientd s alelou 80G> A (OR 2,27; 95% Cl, 1,35-3,84; p=0,0018). U¢innost v této studii byla
méfena porovnanim pacientl, ktefi dosahovali cile |éCby uZivanim MTX v monoterapii
v porovnani s pacienty, ktefi méli nedostate¢nou odezvu na lécbu samotnym MTX a pro dosazeni
cild museli byt 1é¢eni kombinacni terapii (72). Dalsi studie pfipadl a kontrol s podobnou
metodikou méreni vysledkd vsak neprokazala spojeni SNPs s po¢tem non-respondér( na lécbu
MTX (ORsoea 1,26; 95% Cl,0,51-3,16; p=0,617 a ORsoaa 0,77; 95% Cl, 0,25-2,32; p=0,636) (73). Qiu
ve svém prehledu studii ziskanych prohledanim databazi EMBASE a PubMed uvadi celkem 10
publikaci, které porovndvaji toxicitu genotypu 80GG v porovnani sgenotypy GA + AA.
Vyhodnocenim ziskanych dat se neprokazalo statisticky vyznamné zvyseni toxicity MTX (OR 1,18;
95% Cl, 0,90-1,54; p=0,225) u celkové sledované populace, zatimco toto zvySeni dosdhlo
statistické vyznamnosti v pfipadé evropské populace (OR 1,36; 95% Cl, 1,01-1,83) (74). Na druhou
stranu, ve dvou studiich Dervieux et al. vyhodnotil zvyseni plazmatické koncentrace MTX-PGs u
homozygotl RFC-1 80AA v porovnani s ostatnimi genotypy (75, 76). V ndvaznosti na to pak v dalsi
studii tento autor popisuje u 108 RA pacientl nizsi pocet oteklych kloubl a také nizsi VAS opét
v pfipadé 80AA homozygotl v porovnani s ostatnimi genotypy (77). Konecné dle studie Drozdika
et al. 80AA homozygoti dosahli remise symptomu RA s vice nez 3nasobnou pravdépodobnosti
v porovnani s ,wild type” homozygoty (OR 3,32; 95% Cl,1,26-8,79; p=0,021). U respondentt
k [é€bé RA v této studii byla navic popsana frekvence alely A v 62,1 % v porovnani s jeji 47,8%
pritomnosti u non-respondérd (OR 1,78; 95% Cl, 1,13-2,81; p=0,013). V neposledni fadé pak u
pacient s 80AA genotypem byla zvySena aktivita aminotransferazy (10,5 % vs. 2,3 %; OR 5,09;
95% Cl, 0,54-47,74) (71).

Tri studie vyhodnocujici pfitomnost polymorfism( u ABCB1 transportnich protein(i jednoznacné
prokazaly zvyseni toxicity MTX v pfitomnosti 3435 C> T. Studie Kooloos et al. udava vice nez
2,5nasobné vyssi pravdépodobnost rozvoje NU u [é€by MTX v piipadé vyskytu této bodové
mutace béhem 6mési¢niho sledovaného obdobi (OR 2,6; 95% Cl:1,1-6,2) (78). Statisticky
vyznamné zvyseni toxicity (OR 2,39; 95% Cl, 1,07-5,28; p=0,046) MTX po 12mési¢nim sledovani
potvrdila také studie u pacientd s RA ze Spanélska (79). Posledni studie nedosahla statisticky
vyznamného vysledku v pfipadé toxicity MTX v zavislosti na vySe uvedené SNP, ukazala vsak

podobny trend jako predchozi studie (OR 2,64; 95% Cl, 0,86-8,13; p=0,092). Nicméné, statisticky
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vyznamného vysledku, i kdyZz s pomérné Sirokym konfiden¢nim intervalem, bylo dosazeno
v poctu non-respondérli na lé¢bu MTX u pacientl s alelou 3435TT v porovnani s 3435CC
homozygoty (OR 8,78; 95% Cl, 1,13-68,5) (73). Qiu ve svém prehledu analyzuje data z 5 studii, ve
kterych hodnoti toxicitu genotypu 3435TT v porovnani s CC + CT genotypy. Vysledkem je
statisticky nevyznamné zvyseni toxicity u TT homozygotl (OR 1,36; 95% Cl, 0,54-3,44) (74).

Polyglutamace metotrexatu

Intracelularni polyglutamace je nezbytnym krokem k Gc¢innosti MTX. Mnozstvi MTX-PGs zavisi na
aktivité enzym( zodpovédnych za syntézu (FPGS) i degradaci polyglutamatovych jednotek (GGH).
V soucasné dobé vsak existuje jen velmi malo dat, ktera by nam ddavala vétsi prehled, jaky vliv
maji jednotlivé polymorfismy na tyto dilezité enzymy. Studie hodnotici SNP 452 C> T pro GGH
zjistila, Ze tato mutace vede az k 14,6ndasobnému snizeni aktivity tohoto enzymu a tim
k intracelularnimu hromadéni dlouhych MTX-PGs retézcl (4-7 jednotek PG). Data vsak byla
ziskana pro vysoko davkovy MTX rezim (80). SNP vedouci k mutaci genu C401T zpUsobila témér
5nasobné snizeni koncentrace MTX-PGs u 401TT homozygotli v porovnanim s ostatnimi
genotypy (OR 4,8; 95% Cl, 1,8-13,0; p=0,002) (81). Studie, kterad hodnotila polymorfismy gen( pro
GGH (452 C>T a 16 T> C) a FPGS (1994 A> G and 114 G> A) a jejich efekt na |é¢bu MTX u 352
pacientd s RA. V prvé radé nebyl pozorovan rozdil ve frekvenci jednotlivych alel u pacient s RA
a kontrol. Navic nebyla zjisténa asociace u jednotlivych SNPs s lepsi klinickou odpovédi na [éCbu
MTX. Pouze v pripadé GGH 16C alely bylo prokazano klinické zlepSeni po 3 mésicich [écby MTX,
nicméné tento efekt jiz nebyl pozorovan po 6 mésicich Iécby. Navzdory této pozitivni asociaci po
3 mésicich |éCby vsak sami autofri studie nevidi rutinni testovani polymorfism{ pro GGH a FPGS

jako ptinosné pro béznou klinickou praxi (82).
Folatovy metabolismus

Inhibice foldtového metabolismu neni v sou€asné dobé povaZovana za hlavni protizanétlivy MU

MTX, jedna se vSak z pohledu farmakogenetiky o jeho nejlépe prozkoumanou cast.
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DHFR je klicovy enzym pro preménu kyseliny listové a DHF na aktivni THF (Obrazek 2). Vliv
genetickych polymorfismd tohoto enzymu vsak stale neni jednoznacné stanoven. Byla zkoumana
celd rada polymorfism0 tohoto genu, které mizeme rozdélit do tfi oblasti: (i) 3'-neprekladana
oblast zahrnujici 829 C>T, 35289 A> G (rs1232027) a 721 A>T (rs7387), (ii) 5’ -neprekladana oblast
a oblast promotoru zahrnujici opakovani 9 parG bazi, 317 A> G (rs408626) a 1610 C> G/T
(rs1650694). (iii) Oblast intronu 3 zahrnujici 8890 A> G (rs1643659) a 10372 A> C (rs1677639) a
intronu 1 (rs70991108) (83). Vsoucasné dobé se do popredi zdjmu dostdva zejména
polymorfismus genu pro DHFR 1 v oblasti intronu 1, kde bylo popsano opakovani 19 parQ bazi.
Tento polymorfismus je pomérné Casty s prevalenci uddvanou v rozmezi 10-48 % v zavislosti na
sledované populaci. Homozygotni delece tohoto genu vykazuje sniZeni exprese mRNA
v lymfocytech a vy3si plazmatické koncentrace nemetabolizované kyseliny listové (84). V ptipadé
ostatnich, vyse uvedenych polymorfism, vliv na uc¢innost ¢i toxicitu [écby MTX nebyl prokazan

nebo je neznamy (85).

Soucasti folatového cyklu je také enzym TYMS zodpovédny za syntézu thymidinu (Obrazek 2).
TYMS je pfimo inhibovan MTX. Sekvence opakujicich se bazi obsahujici variabilni pocet opakovani
28 parl bazi byla identifikovana v 5'-neprekladané oblasti genu pro TYMS. Zda se, Ze tato
opakovani funguji jako enhancery, jelikoz se zvySenym poctem opakujicich se sekvenci se zvysuje
exprese mRNA a také aktivita enzymu (sledovano in vitro). U homozygotnich pacient(l s tfremi
opakovanimi byla prokazana lepsi odpovéd na lécbu MTX, nez tomu bylo v pripadé opakovani
dvou (méfeno jako lékafem vyhodnocend zména VAS). DalSim popsanym polymorfismem
ovliviiujicim aktivitu TYMS je delece Sesti parll bazi (TTAAG) na pozici 1494 v 3’-neprekladané
oblasti genu. Pfesto, Ze funkce tohoto polymorfismu neni stale zcela objasnéna, je spojovana se

snizenou TYMS mRNA stabilitou a expresi (86, 87).

MTHFR nepatfi mezi enzymy folatového cyklu pfimo inhibované MTX. Tento enzym ma vsak
vyznamnou roli pfi syntéze methioninu z homocysteinu a nasledné metylaci DNA a protein( (viz
Obrazek 2). Zaroveri se jednd o nejlépe prostudovanou ¢ast MU MTX, co se genetiky tyce. Zavainé
snizeni aktivity MTFHR je spojovano s hyperhomocysteinémii (a homocystinurii) vedouci
k poskozeni nervové soustavy a cév (88). Polymorfismy spojované s metabolismem MTX vsak
vedou jen k mirné snizené aktivité tohoto enzymu a pacienti tak vétSinou byvaji bez fenotypové
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zmény. Byla popsana celd rada polymorfisml genu pro MTHFR (vice nez 80 k roku 2017).
Nejvyznamnéjsi a také podrobné prostudované jsou pak dva z nich: C677T (rs 1801133) a A1298C
(rs 1801131) (87, 89).

SNP v genu pro MTHFR, C677T byla poprvé popsana v roce 1995. Zdména C za T alelu na pozici
677 zpUsobuje vznik termolabilni varianty MTHFR, a to zdménou alaninu za valin a nasledné tak
snizenou aktivitu tohoto enzymu, vedouci naopak kzvysené plazmatické koncentraci
homocysteinu (90). Homozygotni varianta 677TT dosahuje pfiblizné 30% aktivity divokého typu
(wild type; 677CC) a ma v evropské populaci prevalenci 8-20 %. Heterozygoti (677CT) maji

priblizné 60% aktivitu enzymu a jejich vyskyt v populaci se uvadi okolo 40 % (87, 91).

Zmeéna A za Cv pozici 1298, vedouci k zaméné glutaminu za alanin a snizené aktivité MTHFR, byla
popsana o tfi roky pozdéji nez predchozi SNP, tedy v roce 1998. PrestoZze homozygoti (1298CC)
s prevalenci 7-12 % v kavkazské populaci (92) dosahuiji pfiblizné 60% aktivity MTHFR v porovnani
s divokym typem (1298AA), nedochdzi u nich k tvorbé termolabilni varianty tohoto enzymu (87,
93). Data o zvyseni plazmatické koncentrace homocysteinu jsou v tomto pfipadé nejednotnd (94-

96).

Ackoli u polymorfismi MTHFR C677T a A1298C probéhla celd fada studii zkoumajici jejich spojeni
s RA a lécbou MTX, ziskand data jsou kontroverzni. Metaanalyza Yuan at al. vyhodnocenim
nejvyznamnéjsich databazi ziskala celkem 12 studii zabyvajicich se vnimavosti pacient(i k RA na
zakladé polymorfism( u vyse uvedenych genl. Vysledky této metaanalyzy naznacuji, Ze SNP
v obou pfipadech mohu byti rizikovym faktorem pro rozvoj RA (89). Jind metaanalyza se zabyvala
spojenim mezi C677T a A1298C polymorfismy s Ucinnosti a také toxicitou Ié¢by pomoci MTX u
pacientl s RA. Tato prace obsahovala data celkem o 1514 pacientech s RA a neprokdazala Zzadnou
souvislost polymorfismU téchto genl s uc¢innosti a také toxicitou MTX. Limitujicim faktorem této
studie je vSak skute¢nost, Ze hodnocena byla pouze asijska populace (97). Data pro pacienty
z Ceské republiky publikovana v roce 2015 také neprokazala vztah mezi témito polymorfismy a
neucinnosti Iécby MTX (dle EULAR kritérii pro odpovéd na IéCbu). Nicméné pii hodnoceni zmény
DAS28 (ADAS28) po 6mésicni |éCbé, pacienti s genotypy 677CT a 1298AC vykazovali statisticky
vyznamné snizeni odpovédi k |écbé MTX (p=0,025 pro 677CT a 0,043 pro 1298AC). Nizsi hodnoty
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ADAS28 navic vykazovali heterozygoti stzv. dvojitou mutaci — 677CT a 1298AC (ackoli tato
skupina pacientl méla nizsi DAS 28 na zacatku studie). Tento fakt poukazuje na mozny synergicky
efekt téchto genotypl. Zajimava je také skutecnost, Ze u dvojitych mutaci 677CC-1298CC a
677TT-1298AA byla prokazana naopak lepsi odpovéd k lécbé MTX, a to i presto, Zze u téchto
mutaci je potvrzena nizsi aktivita MTHFR (8). Nejnovéjsi metaanalyza zroku 2017 také
nepotvrdila asociaci polymorfismu A1298C s Gcinnosti a toxicitou Ié¢by MTX u 1325 RA pacientd
(98). Metaanalyza zabyvajici se spojenim C677T a A1298C polymorfism( pro MTHFR a pouze
toxicitou MTX u RA pacientd prohledanim databazi MEDLINE a EMBASE hodnotila 12 studii
s celkem 2288 pacienty. Vysledky ukazuji na vice nez 1,5nasobné zvy$eny vyskyt NU l1é&by MTX u
677TT homozygotni mutace (OR 1,72; 95% Cl, 1,13-2,61; p=0,012) v porovnani sTC + CC
kombinaci a naopak o polovinu snizeny vyskyt NU v p¥ipadé 1298 CC homozygotni mutace (OR

0,50; 95% Cl, 0,28-0,89; p=0,017) v porovnani s CA + AA kombinaci (99).
Metabolismus adenosinu

Ovlivnéni adenosinovych drah patfi mezi vyznamny mechanismu ucinku MTX, ktery vede ke
snizeni autoimunitni reakce a tim i zanétlivé aktivity. Zasadnim zplsobem se na tom podili
zejména inhibice enzymu ATIC (detailnéjsi informace v ¢4sti 3.2.2 této prace), jehoz SNP by se tak
mohly projevit do ucinnosti a bezpecnosti |éCby timto Iékem. V této Casti se budeme vénovat i
bodovym mutacim dalSich enzymU adenosinové dradhy, u kterych by SNP mohly vést
k podobnému efektu: adenosin monofosfat deaminazu (AMPD1) a inosintrifosfat pyrofosfatazu
(ITPA). DalSim mistem kde by SNP mohly hrat roli je také transmembranovy receptor pro samotny

adenosin, konkrétné jeho ADORA2A typ.

Analyzou SNP u 5 gen(, které kéduji enzymy Ucastnici se adenosinového metabolismu, byla
potvrzena 2-3nasobné vétsi pravdépodobnost klinické odpovédi (definovana jako DAS skére <2,4
po 6 mésicich) na Iécbu MTX u 3 z nich. Mezi tyto enzymy se fadi genotyp 64TT pro AMPD1 (OR
2,1; 95% Cl, 1,0-4,5), 347CC pro ATIC (OR 2,5; 95% Cl, 1,3-4,7) a 94CC pro ITPA (OR 2,7; 95% Cl,
1,1-8,1). Vyhoda v podobé aditivniho efektu se jevi u kombinace vSech 3 vysSe zminénych
genotypl, ackoli pocet pacientl s touto kombinaci byl ve studii nizky (n=16), tito pacienti méli

témeér 30nasobné vétsi pravdépodobnost dobré odpovédi na Ié¢bu MTX (OR 27,8; 95% Cl, 3,2-
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250) (100). Kromé ucinnosti byla testovana také toxicita vzhledem k jednotlivym genotypim.
Dvojnasobé vétsi riziko NU po 6 mésicich [é¢by MTX méli ve studii uvedené vy$e pouze nositelé
G alely (347 GG + GC) pro ATIC (OR 2,0; 95% Cl, 1,1-3,7) (100). Tato asociace byla statisticky
vyznamnad v pripadé, Ze nebyly zohlednény dalsi zavadéjici faktory, nicméné byla potvrzena
relativné recentni metaanalyzou, ve které nositelé G alely tohoto genu vykazali sice nizsi, ale zato
statisticky vyznamné riziko nezadoucich ucinkd (OR 1,45; 95% Cl, 1,03-2,04; p=0,032). Tato
metaanalyza zdroven prokdazala asociaci mezi neadekvatni odpovédi na [é¢bu MTX u nositell G
alely v genu pro ATIC (OR 1,52; 95% Cl,1,15-2,16; p=0,005) (101). Studie z roku 2016 neprokazala
rozdil v zastoupeni SNP ATIC 347GG mezi respondery a non-respondery na |[éCbu MTX, nicméné
u pacientd s timto genotypem doslo k statisticky vyznamnému navyseni rizika GIT NU (OR 4,46;
95% Cl, 1,28-15,52; p=0,02) (102). Qui ve své metaanalyze v pfipadé ATIC analyzoval vysledky 4
studii s celkovym poc¢tem 521 pacientd, z nichz u 311 byly hldgeny NU lé¢by MTX. Vysledky této
analyzy vSak nebyly statisticky vyznamné (0,71; 95% Cl, 0,50-1,01; p=0,06) (74).

Transmembranovy receptor ADORA2A je patrné nejvyznamnéjsim z receptord zodpovédnych za
bunécnou odpovéd na pusobeni adenosinu. SNP tohoto receptoru tak mohou znacné ovlivnit
|éCbu RA pomoci MTX. Presto polymorfismy tohoto receptoru a jejich vliv na 1é¢bu MTX u
pacientd s RA nejsou zatim pfiliS popsany. Zvysena toxicita zplsobend polymorfismy ADORA2A
receptoru byla publikovana u dvou studii zahrnujicich vyhradné pacienty s RA 1é¢ené MTX. Prvni
z nich zahrnovala celkem 309 pacientu, u kterych bylo 5 SNP (rs5760410, rs2298383, rs3761422,
rs2267076, rs2236624) spojeno se statisticky vyznamnym zvy$enim NU. Celkové nej¢ast&jsim NU
byla GIT toxicita, ktera dosahla statisticky vyznamného zvysSeni v ptipadé rs5760410 a rs2236624.
V této studii zaroven nebyla pozorovana asociace mezi témito SNP a ucinnosti terapie (103).
Druha ze studii naopak prokazala potencialné protektivni efekt SNP rs2298383, kde pacienti
nesouci TT genotyp vykazovali trend k az o 70 % nizSimu riziku vyskytu revmatoidnich uzla (OR

0,29; 95% Cl, 0,08-1,10) (104).
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3.3.Vliv revmatoidni artritidy na riziko rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni

Skutecnost, Ze KVO hraji vyznamnou roli ve zvysené morbidité a mortalité u pacientl s RA, je
dobre zdokumentovana (105) a je spojovana s endotelidlni dysfunkci a zvysenou arterialni tuhosti
nasledné vedou ke strukturdlnim zménam u proteind, kolagenu a elastinu majici za nasledek
akceleraci aterosklerdzy (9). Pacienti s RA ddle vykazuji tzv. netradicni KV rizikové faktory, které
zvysuji pravdépodobnost vyskytu KV prihod a mezi které se radi napriklad doba trvani nemoci,
jeji aktivita a zdvaznost, pocatecni a kumulativni hodnoty CRP a ESR, kumulativni zanétliva zatéz,
extraartikularni onemocnéni, pozitivita pro revmatoidni faktor (RF) a pozitivita protilatek proti
citrulinovym proteiniim (aCCP), disabilita, inaktivita a dalsSi (105). Chronicky zanét dale nepfiznivé
ovliviiuje citlivost tkani k inzulinu, lipidovy profil a distribuci tuku v téle, coz jsou zmény vedouci
k metabolickému syndromu. Ten se u pacient( s déletrvajicim onemocnénim RA vyskytuje ¢astéji
neZ u kontrolnich pacientl bez RA (42 % vs. 11 %) (106) a jeho pfitomnost se dale odviji od aktivity
RA. Metaanalyza 24 studii publikovanych mezi lety 1970 az 2005 zahrnujici celkové 111 758
pacientl ukazala zvySeni mortality pfiblizné o 50 % u pacienti s RA v porovnani s obecnou

populaci (2).

Za zdasadni propojeni mezi RA a zvySenym vyskytem KVO je povaziovana akcelerace
aterosklerotického postizeni cév vlivem vyssi zanétlivé aktivity u pacientd s RA. Podobné jako RA,
tak i aterosklerdza se fadi mezi autoimunitni onemocnéni a tato onemocnéni sdileji fadu stejnych
nebo alespon podobnych patofyziologickych rysd. Ateroskleroticky plat i poskozena kloubni
struktura u RA obsahuji zanétlivé leukocyty (predevsim T-bunky a makrofagy), prozanétlivé
cytokiny vcetné TNF, chemokiny, proteiny tepelného Soku, matrix degradujici enzymy,
endotelialni adhezni molekuly a dalsi zanétlivé mediatory (107). V pfipadé dlouhotrvajici
zanétlivé aktivity u pacient( s RA ztraci cévni endotel svou pfirozenou anti-adhezivni schopnost
a dochazi ke zvysené expresi adhezivnich molekul oznacovanych jako VCAM-1 a ICAM-1. Na
zvyseni exprese se podileji prozanétlivé cytokiny jako napriklad IL-1B, IL-6 TNF-a, interferon (IFN)-
y a CRP. Tyto adhezivni molekuly zpUsobuji vyssi zachyt monocytd, které se po prostoupeni do
vnitfni vrstvy cévni stény (intimy) diferencuji v makrofagy, které hraji zasadni Ulohu u vsech
zanétlivych revmatickych chorob. Makrofagy nasledné tvori fadu prozanétlivych cytokinl (napf.
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vySe zminény TNF-a) a proteindz, které mohou urychlit progresi aterosklerézy (108). Vyse
uvedené prozanétlivé cytokiny produkované v synovialni tkani u pacientd s RA mohou dale
urychlovat radu proaterogennich funkci jater, tukové tkané, kosterniho svalstva, cévniho
endotelu vcetné inzulinové rezistence, vedou k dyslipidemii, aktivaci endotelu a maji
protrombogenni a antifibrinolyticky efekt (107). Dalsi spolecny rys téchto onemocnéni je tvoren
pritomnosti matrixovych metaloproteinaz (MMP). Jedna se o proteolytické enzymy schopné
degradovat kolagen, a zpUsobovat tak kloubni postiZzeni, ale také vést k destabilizaci a nasledné

rupture aterosklerotického platu (108).

3.3.1. Stanoveni kardiovaskularniho rizika u pacient s revmatoidni
artritidou

Soucasné skoérovaci metody pro vyhodnoceni KV rizika nezahrnuji ve svych algoritmech
dlouhodobou expozici zanétlivym procesim a kvuli tomu je vysoce pravdépodobné, Ze v tomto
pripadé dochazi k jeho podhodnoceni (9). V pripadé Framinghamského skére rizika (Framingham
Risk Score; FRS) bylo zjisténo aZz 2nasobné podhodnoceni KV rizika, byl-li tento skérovaci systém
pouzZit u pacientl s RA (109). Dle doporuceni pracovni skupiny EULAR by v pfipadé pacientli s RA
mélo dojit kvynasobeni vysledku ziskaného dle skérovaciho systému pro stanoveni
pravdépodobnosti 10leté fatalni KV prihody (Systematic Coronary Risk Evaluation; SCORE)
koeficientem 1,5 u pacient(, ktefi spliuji alespon 2 kritéria z nasledujicich: (1) RA trvajici déle nez
10 let, (2) pozitivita na RF, (3) pozitivita aCCP a (4) pfitomnost extraartikularnich manifestaci
(110). Nicméné i pres takto upravené SCORE hodnoceni se zda, Ze u znacného mnozstvi pacient(
s RA stdle neni jejich KV riziko spravné identifikovano (111). U pacientd s vyslednou hodnotou
SCORE <5 % (nizké a stfedni KV riziko) je doporuceno prehodnocovat vysledek kazdych 5 let a
ddle poskytnout poradenstvi tykajici se Zivotniho stylu. Je-li vysledek SCORE =5 % a <10 %,
vyhodnoceni by se mélo provadét kazdy rok a zaroven poskytnou intenzivni poradenstvi tykajici
se zivotniho stylu, jelikozZ se jiz jedna o vyznamné kandidaty na lécbu. Jsou-li hodnoty SCORE 210

% je vyzadovano okamzité zahajeni [éCby (105).

Pro stanoveni pravdépodobnosti KV rizika a s nim spojené mortality bylo dale popsano nékolik
diagnostickych nastrojid. Kromé ultrazvukového vysetfeni tloustky intima-media karotid a

pratokové zprostiedkované vazodilatace brachidlnich arterii se pro stanoveni funkce endotelu
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jedna dale o nékteré systémové zanétlivé ukazatele a také markery srde¢niho postizeni (NT-

proBNP, troponin T) (9).

3.3.2. Tradicni rizikové faktory
Soucasna data ukazuiji, Ze ,, tradicni” rizikové faktory (dyslipidémie, obezita, inzulinova rezistence,
hypertenze, koureni cigaret a nedostatecna fyzicka aktivita), které hraji vyznamnou roli u KV
mortality, pIné nevysvétluji zvySeni KV mortality u pacient( s RA. Bylo prokazano aZz dvojnasobné
zvyseni relativniho rizika infarktu myokardu (IM) u Zen trpicich RA v porovnani s témi, u kterych
RA diagnostikovana nebyla a které mély stejné ,tradi¢ni“ rizikové faktory. Toto zvySeni relativniho
rizika bylo dokonce vice nez trojnasobné u Zzen s dobou trvani RA vice nez 10 let (112). Zajimavé
udaje prineslo srovnani kohorty pacientl s RA (bez diabetu) s kohortou diabetik{ II. typu (bez
RA), které prokazalo priblizné dvojnasobné zvyseni vyskytu KVO jak u pacient s RA (HR 2,16; 95%
Cl 1,28-3,63, p <0,01), tak i u diabetika Il. typu (HR 2,04; 95% Cl 1,12-3,67, p=0,02) a to
v porovnani s nediabetickou populaci bez RA (113). Nicméné tyto vysledky byly zpochybnény
recentni retrospektivni analyzou s vice nez 900 000 pacienty, ktera sice prokazala zvysené KV
riziko u pacientd s RA (IR 5,7; 95% Cl 5,2-6,3), toto riziko vSak nedosahovalo hodnot pacient
sDM (IR 10,7; 95% Cl 10,3-11,0) (114). Diskrepance vysledk(i téchto dvou studii je
pravdépodobné zplsobena rozdilnymi standardy |é¢by v ¢ase provedeni jednotlivych studii. Na
zakladé vsech vyse uvedenych informaci se vSak stdle jevi jako opodstatnéné pocitat KV riziko u
pacientl s RA nejen na zakladé ,tradic¢nich” rizikovych faktord, ale také ukazatel( pro aktivitu RA

(115).
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3.3.3. Zanetlivé procesy
Zasadni ulohu ve zvySené morbidité a mortalité u pacient( s RA hraje zvyseni zanétlivé aktivity.
Chronické zanétlivé onemocnéni, které je spojovano s RA vede k progresivnimu rozvoji
aterosklerotického onemocnéni vaskularniho systému. Do pro-ateroskelrotické aktivity je
zapojena dlouhodob3 aktivace obou sloZzek imunity, a to jak imunity vrozené, tak i ziskané, ktera
vede k progresi a destabilizaci aterosklerotickych platli. Dohromady se skutecnosti, Ze RA je
onemocnéni s prokdazanou schopnosti modifikovat imunitni systém, se zda toto spojeni stejné

klicové jak pro rozvoj KVO, tak pro ptipadnou prevenci a 1é¢bu téchto komplikaci (116).

Na podkladé vyse uvedenych skutecnosti je RA povaZovana za dalsi z KV rizikovych faktor( (117).
Tato hypotéza je dale podporena vysledky nékolika studii, které prokazuji korelaci mezi

protizanétlivou lécbou u pacientl s RA a zlepsenim jejich endotelialni funkce (118).

Zanétliva aktivita u pacientll s RA ovliviiujici KV systém je spojena celou fadou prozanétlivych
markerl. American College of Rheumatology vyuZiva k stanoveni aktivity RA standardné dva
z nich, a to CRP a ESR (119). Zd34 se, Ze CRP hraje zasadni roli, jelikoZ zvyseni jeho koncentrace
pres 10 mg/l, coZ je hodnota bézné se vyskytujici u pacientl s RA, je spojena s vyznamnym
zvySenim KV rizika (117). Toto propojeni bylo prokazano celou fadou epidemiologickych studii a
ukazalo se, Ze zvySeni sérové hladiny CRP je spojeno také s narlistem KV morbidity a mortality.
V soucasné dobé jsou pacienti se zvysenou hladinou CRP nad 3 mg/l povazovani za pacienty ve
vysokém KV riziku (120). Stoji jisté za zminku, Ze sérova hladina CRP pretrvava i u pacientl
s minimalni aktivitou RA stanovenou dle konvencnich kritérii. Navzdory tomu soucasné
doporucené postupy dostatecné nereflektuji toto zvysSeni rizika KV morbidity a mortality (121).
Podobné jako v pripadé CRP, ESR je také spojovano s vyssim rizikem rozvoje KVO. Ingelsson et al.
provedl| kohortovou studii s celkovym poctem 2322 padesatiletych muz( z regionu Uppsala ve
Svédsku. Vysledky této studie ukazaly statisticky vyznamnou asociaci mezi ESR a srdeénim
selhanim (SS). Navic byl ustanoven median ESR 6 mm/h, jakozto dlleZitd hodnota pro dalsi
diagnostické testovani. Zatimco vysledky vyssi, nez je tato hodnota, byly prediktivni pro rozvoj
SS, u srovnatelnych nebo nizsich hodnot toto pozorovano nebylo (122, 123). U pacient( s RA se
navic nachazeji zvySené dalsi zanétlivé markery v porovnani s béZznou populaci, a to zejména
tumor necrosis factor a (TNF-a) a interleukin 6 (IL-6). TNF-a patfi na jednu stranu mezi

51



prozanétlivé cytokiny se schopnosti regulovat IL-6, na druhou stranu pak u IL-6 byla prokazana
stimulace jaterni produkce CRP a fibrinogenu (124). Dohromady tak tyto cytokiny hraji
vyznamnou roli v patologii RA a stejné tak jsou propojeny s patogenezi KVO. Zvysené hladiny
téchto cytokin(i pfispivaji k vyssi proaterogenni aktivité ovliviiovanim inzulinové rezistence,

oxidativniho stresu, endotelialni dysfunkce a zménami v lipidovém spektru (123).

3.3.4. Zmeény lipidového spektra
Ackoli hladiny lipidd a také jejich pomérové zastoupeni je povazovano za zasadni pro rozvoj
aterosklerdzy, zmény lipidového spektra u pacientl s RA zUstavaji nejasné (117). V ptipadé RA se
jevi jako vyznamnéjsi zména pomérového zastoupeni jednotlivych lipid( z divodu zanétem
indukované dyslipidémie. Za zminku stoji také takzvany lipidovy paradox, kdy nizsi hladiny lipidd
jsou spojovany se zvysenou KV mortalitou u pacientli s RA (125). Zvysené hladiny lipoproteinu
s nizkou hustotou (low-density lipoprotein; LDL), ani triglycerid( (TAG) nebyly v mnoha studiich
u pacientl s RA v porovnani s obecnou populaci potvrzeny. Vliv RA na hladiny lipoproteinu
s vysokou hustotou (high-density lipoprotein; HDL) zlstava stale nejasny. Nékteré studie
prokazaly snizeni HDL, zatimco u jinych nebyly pozorovany Zzadné zmény ¢i dokonce byly
zaznamenany vyssi hladiny HDL u pacient( s RA (126-129). Nicméné chronické zanétlivé procesy
maji schopnost ovliviiovat velikost a hustotu jak LDL, tak i HDL cholesterolu, coz nasledné vede
k jejich vysSimu aterogennimu potencialu. Vyznamné zvyseni hladiny malych denznich LDL ¢astic
(LDL-1), které jsou charakteristické nizSim podilem fosfolipid( a ne-esterifikovaného cholesterolu
ve vrchni vrstvé, neZ je tomu u vétSich LDL ¢3stic, bylo potvrzeno ve studii provedené Hurt-
Camejo a kolektivem u pacientl s RA. Ve stejné studii bylo také pozorovano nizsi zastoupeni
malych denznich ¢astic HDL (HDL-2) u pacientl s RA v porovnani s kontrolnimi subjekty (126). Na
zakladé téchto skutecnosti je schopnost HDL ¢astic ochranovat pred ucinky oxidativniho stresu
omezena. Vsechny vyse uvedené zmény v lipidovém slozeni u pacient(i s RA pak vedou ke zvyseni

rizika rozvoje KVO (128).
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3.3.5. Hyperhomocysteinémie
V neposledni fadé je jako nezavisly rizikovy faktor pro rozvoj KVO povazovana také zvysena
hladina Hcy (130). Jiz studie z roku 1990 prokazala vyssi hladiny Hecy u pacientd s KVO v porovnani
s kontrolnimi pacienty (131). V navaznosti na toto zjisténi byly podobné zvySené hodnoty Hcy
pozorovany také u pacientli s onemocnénim perifernich tepen (PAD) (132). Zvysené hladiny Hcy
(normalni hodnoty se pohybuji vrozmezi 5-15 umol/l) mohou vést aZ k Zivot ohroZujicim
komplikacim jako jsou tromboembolické prihody zpUsobujici fatalni ischemické komplikace nebo
také k arteridlnim abnormalitam (fibréznim zméndm) a urychleni aterosklerotickych procest
(133). K tomuto ucinku prispiva nékolik potencidlnich mechanism(: zvysena proliferace bunék
hladkého svalstva cév, snizend produkce endotelidlniho NO, oxidacni stres vedouci k endotelidlni
dysfunkci, aktivace jaderného faktoru-kB (NF-kB), zvySena produkce kolagenu a snizena elasticita
arteridlni stény (134). Bylo prokazano az 6,5ndsobné zvyseni mortality u pacientd, ktefi méli
hladiny Hcy nad 15 pmol/l v porovnani s témi, u kterych byly tyto hladiny pod 9 umol/I (135).
Zaroven byla prokazana silna asociace mezi absolutni hodnotou Hcy a zvySenou mortalitou, kde
vy$$i hladiny Hcy vedou také ke zvySené mortalité (135, 136). Pfidani hodnot Hcy do
Framinghamova skérovaciho algoritmu pro vyhodnoceni KV rizika bylo provedeno ve dvou
studiich. Studie MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) a NHANES Il (National Health and
Nutrition Examination Survey lll). Po pridani Hcy byla prokazana statisticky vyznamné lepsi
predpovéd KV rizika a to zejména u pacientl ve stfednim riziku ischemické choroby srdec¢ni (ICHS)
(137). Navzdory vySe uvedenym zjisténim je vliv Hcy na rozvoj KVO stale diskutovanym tématem
s nejasnym zdavérem. Ktémto nejasnostem pfispiva napfiklad skuteCnost, Ze veSkera
dokumentovana spojeni mezi Hcy a KVO byla zjiSténa prevazné z retrospektivnich studii, coz
naznacuje, Zze Hcy by mohl byt spiSe nasledkem neZ samotnou pfric¢inou (130, 138-140). Tuto
hypotézu vsak zpochybnil Al-Obaidi spolu se svymi kolegy, ktefi provedli prospektivni studii
srovnavajici zmény plazmatické hladiny Hcy u pacientll s akutnim koronarnim syndromem po
prijeti do péce, a to v ¢ase 2 dny, 7 dnU, 28 dnl a dale pak 6 mésicl po prijeti, coz neprokazalo

zadné rozdily mezi vstupnimi hodnotami a témi v obdobi rekonvalescence (141).
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3.4.Vliv |éCby revmatoidni artritidy na riziko rozvoje kardiovaskularnich
onemocneni
Soucasny stav poznani stdle vice poukazuje na zvysené riziko KVO u pacientl s RA, a to zejména
vlivem zvySené zanétlivé aktivity. Zda se tedy logické, Ze plisobeni I1ékd inhibujici aktivitu RA a's
tim spojenou zanétlivou aktivitu by mélo, pfi spravné vedené Iécbé spojené s dosahovanim cile
minimalni aktivity onemocnéni, vést klepSi progndéze pacientl, a to nejen stran

charakteristickych degenerativnich kloubnich zmén, ale také v pfipadé KVO.

Uceleny pohled na riziko rozvoje KVO stran dlouhodobé terapie RA predstavuje studie QUEST-
RA. Tato studie z roku 2007 hodnotila prevalenci KV onemocnéni u 4363 pacientl s RA ve spojeni
s jeji [éCbou (adjustovano mimo jiné i na tradi¢ni KV rizikové faktory). Vysledkem této studie bylo
statisticky vyznamné snizeni rizika KV morbidity u Iécby MTX (HR 0,85; 95 % Cl 0,81-0,89), GLK
(HR0,95; 95 % C1 0,92—-0,98), sulfasalazinem (HR 0,92; 95 % Cl 0,87-0,98), leflunomidem (HR 0,59;
95 % Cl 0,43-0,79) a inhibitory TNF-a (HR 0,64; 95 % Cl 0,49-0,83) (142).

3.4.1. Glukokortikoidy
Vliv 1é¢by pomoci GLK na KVO vychazi z fyziologického plsobeni téchto steroidnich hormond,
které jsou prirozené produkovany v zona fasciculata kdry nadledvin. Glukokortikoidovy receptor
je pfitomen ve vétSiné typUu bunék a hraje vyznamnou roli vudrzeni homeostazy (143).
Dlouhodoba nadmérna aktivace glukokortikoidniho receptoru vede k obezité, insulinové
intoleranci, dyslipidémii a hypertenzi, tedy k rozvoji vyznamnych KV rizikovych faktort. GLK maji
dale pfimy vliv na srdce a cévy, a to plsobenim jak na glukokortikoidni, tak i mineralokortikoidni
receptory pritomné vtéchto tkanich (144). V neposledni rfadé pak GLK zasahuji také do
koagulacni aktivity, kde vsak jejich ucinek neni jednoznacny. Byl pozorovan rozdilny ucinek GLK
na koagulaci v zavislosti na klinické situaci. Zatimco u zdravych dobrovolnik(i podani GLK vedlo
k zvySeni koagulacnich faktorG VII, VIII a X, u pacientl s aktivnim zanétlivym procesem doslo k
vyznamnému snizeni inhibitoru aktivatoru plasminogenu-1 (PAI-1) a zaroven ke sniZeni von
Willebrandova faktoru a fibrinogenu (145). Z vySe uvedeného tak vyplyva, Ze |écba GLK nemusi
nutné vést ke zvySeni prokoagulacni aktivity a to zejména u pacientl s dalSim trombogennim

rizikem, jakym je naptiklad zvySena zanétliva aktivita (145).
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Zvyseni KV rizika v pfipadé |é¢by GLK vSak neni zcela jednoznacné a kromé vySe zminénych
sténach pusobici protektivné (146). VétSina literarnich zdroja navic uvadi zvyseni téchto
potenciondlné Skodlivych KV komorbidit u vysoko davkové GLK terapie (147-149), zatimco
v pfipadé nizko davkového rezimu, uzivaného pri dlouhodobéjsi terapii RA, neexistuji presveédcivé
Udaje. Navic data znékterych studii poukazuji na potencionalni pfiznivy vliv tohoto

nizkodavkového rezimu na KV systém a také na lipidové spektrum a inzulinovou senzitivitu (147).

Observacni studie pripadd a kontrol zahrnujici pres 50 tisic pacientd vyhodnocovala
pravdépodobnost vyskytu ischemického srde¢niho onemocnéni, ischemické mrtvice (iCMP) nebo
tranzitorni ischemické ataky (TIA) nebo srde¢niho selhani mezi roky 1988 a 1998 v zavislosti na
GLK terapii. Tato studie prokazala statisticky vyznamné zvyseni KV a cerebrovaskularnich pfihod
u pacientd, ktefi pred projevenim prvni pfihody méli vanamnéze lécbu GLK (OR 1,25, 95 % ClI
1,21 - 1,29). Zaroven bylo zvySeni statisticky vyznamné pouze u pacient(, ktefi GLK uZivali v dobé
projeveni této prihody (OR 1,48, 95 % 1,41 - 1,54). Vyssi pravdépodobnost pfihody pak byla

pozorovana také u pacientl s nejvyssimi primérnymi dennimi davkami GLK (> 20 mg) (146).

Studie zabyvajici se ucinky GLK [écby na KV systém pfimo u pacientd s RA zahrnovala 603
pacientd. Castdji a také déle byli GLK vystaveni pacienti s pozitivnim RF v porovnani s RF
negativnimi pacienty, coZ ve vysledku také odrazelo u RF pozitivnich pacientd vyssi median
kumulativni davky GLK. Statisticky vyznamné zvyseni KV pfihod bylo pozorovano ve skupiné
vystavené nejvyssim kumulativnim davkdm GLK (vice nez 7,0 mg ekvivalentu prednisonu), a to
pfiblizné dvojnasobné (HR 1,90; 95 % ClI 1,28-2,82), v porovnani s pacienty, ktefi nikdy nebyli
|éCeni GLK. Zajimava je také vazba rizika KV pfihod a pozitivity ¢i negativity RF faktoru. Pacienti
RF negativni (a to i ti s nejvyssSimi kumulativnimi davkami GLK) nebyli ve zvySeném KV riziku,
zatimco RF pozitivni pacienti s nizkymi (HR 1,69; 95 % Cl 1,00 — 2,88) a zejména vysokymi
kumulativnimi davkami (HR 3,06 95 % CI 1,81 —5,18) vykazovali jejich statisticky vyznamny nar(st
vidy vporovnani sRF negativnimi pacienty neexponovanych GLK |écbé. Podobné jako
v predchozi studii, i zde bylo zvySeni KV pfihod vyznamné zvySeno u pacientd, ktefi GLK uZzivali
v dobé prihody nebo v obdobi 3 mésicli a méné pred prihodou (HR 1,66; 95 % CI 1,14 — 2,41)
(147).
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Dalsi studie pfipadd a kontrol zahrnujici 3501 pacientd s RA prokazala zvySeni primarniho
kompozitniho cile slozeného z infarkti myokardu a cévnich mozkovych pfihod vyznamné o 50 %

u monoterapie GLK (HR 1,5; 95 % Cl 1,1 — 2,1) v porovnani s monoterapii MTX (150).

V neposledni fadé pak byl publikovan systematicky pfehledovy ¢lanek Roubille et al., ktery u
pacientd s RA hodnotil efekt 1é¢by GLK na riziko rozvoje KV prihod jako celku a dale také na KV
prihody jednotlivé. V pripadé veskerych KV pfihod bylo hodnoceno 14 studii, ve kterych doslo
k statisticky vyznamnému zvySeni pfiblizné o 1,5nasobek u pacientd, ktefi uZivali GLK v porovnani
s pacienty bez GLK lécby (RR 1,47, 95% Cl 1,34-1,60). Toto vyznamné zvysSeni pak bylo
pozorovano s podobnym ndrlastem rizika i pro jednotlivé KV pfihody. V pfipadé infarkt(
myokardu byly hodnoceny 3 studie (RR 1,41, 95% Cl 1,22—1,63), u srdecniho selhani dvé (RR 0,42,
95% Cl 1,10-1,80) a stejné tak pro CMP (RR 1,57, 95% Cl 1,05-2,35) (151).

3.4.2. Metotrexat
MTX diky své ucinnosti, relativni bezpecnosti a v neposledni radé také nizké cené tvori zakladni
lék v 1éCbé RA. Detailné jsou jeho zdkladni parametry popsany v ¢asti 3.2 této prace. Hypotéza o
tom, Ze |é¢ba pomoci MTX vede k nizSimu vyskytu KVO je zaloZena na jeho protizanétlivém ucinku
(zejména snizeni produkce prozanétlivych cytokind TNF-a, IL-1P a IL-6, které hraji vyznamnou roli
v aterosklerotickych procesech) a také schopnosti zlepSovat endotelidlni funkce (152). Tato
hypotéza se opird zejména o dvé rozsahlé systematické prehledové prace a metaanalyzy
porovnavajici MTX s ostatnimi DMARDS. Jejich vysledky ukazuji, Ze 1écba pomoci MTX dosahuje
podobnych vysledkd stran redukce KVO jako je tomu u cilené kardioprotektivni |é¢by u vysoce

rizikovych pacient( (153).
Vliv metotrexatu na kardiovaskularni onemocnéni

Roubille et al. potvrdil pfiznivy efekt [écby MTX (na rozdil od |é¢by GLK) pro riziko rozvoje KVO u
pacientd s RA. Vyhodnoceni 8 relevantnich studii s celkem 65 736 pacienty mezi roky 2002 a 2011
ukdzalo statisticky vyznamné snizeni veskerych KV pfihod u pacientl Ié¢enych pomoci MTX
v porovnani stémi, ktefi timto lékem l|éceni nebyli (RR 0,72, 95% CI 0,57-0,91; p=0,007).
V pfipadé jednotlivych KV ptihod doSlo kvyznamnému sniZzeni pouze v pripadé infarktQ
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myokardu (RR 0,81; 95% CI 0,68-0,96), zde byly hodnoceny vysledky 3 relevantnich studii. U
srdecniho selhani byl pozorovan vyrazny trend snizeni KV rizika, nicméné toto snizeni tésné
nedosahlo hranice statistické vyznamnosti (RR 0,80; 95% ClI 0,6—1,0). Podobné nebylo statisticky
vyznamné ani snizeni CMP (RR 0,78; 95% Cl 0,40—1,50). V pfipadé srdecniho selhani a CMP vsak

byly vysledky vZdy ziskany hodnocenim pouze jedné studie (151).

Do druhého systematického prehledu a metaanalyzy Micha et al. zahrnuli 66 334 pacient( z 10
studii, a to nejen s RA, ale také s diagnostikovanou psoriazou a polyartritidou. Lé¢ba pomoci MTX
v tomto pfipadé vedla k statisticky vyznamné snizenému relativnimu riziku rozvoje KV ptihod o
21 % (RR0,79; 95% Cl, 0,73-0,87; p <0,001) a také IM 0 18 % (RR 0,82; 95% Cl, 0,71-0,96; p=0,07).
Jesté vyznamnéjsiho benefitu pfilécbé MTX na KVO bylo dosazeno, pokud byly hodnoceny pouze
studie, ve kterych byla provedena adjustace zkoumané populace dle zdvaznosti onemocnéni (RR
0,64; 95% Cl, 0,43-0,95) a také dle Iécby pomoci ostatnich DMARDs (RR 0,73; 95% Cl, 0,63-0,84)
(154).

Relativné recentné byla publikovana randomizovana, dvojité zaslepena intervenc¢ni studie (CIRT),
porovnavajici nizké davky MTX (15-20 mg/tyden) oproti placebu v ramci sekundarni prevence
KVO (pacienti po predchozim IM nebo s mnohocetnym postizenim véncitych tepen) u 4786
pacientd s DM 2 nebo metabolickym syndromem. Primarnim kompozitnim cilem ucinnosti byl
vyskyt nefatalnich IM, nefatalnich CMP nebo KV umrti. Tento kompozitni cil byl pozorovan u 201
pacientd v MTX a u 207 v placebo rameni (HR 0,96; 95% Cl, 0,79-1,16). Navic, v porovnani
s placebem, MTX nesnizoval hladiny IL-1p, IL-6 ani CRP (155). Subanalyza této studie zahrnujici
479 pacientl s postizenim perifernich tepen (peripheral arthery disease; PAD) nepotvrdila pfinos
ani v pripadé této specifické skupiny pacient(. Primarnim cilem ucinnosti byl vyskyt zhorsujiciho
se PAD definovaného jako pomér kotnik-paze <0,90, intermitentni klaudikace nebo zavazné
koncetinové pfihody (MALE; revaskularizace na dolni koncetiné, zavazna amputace nebo kriticka
koncetinova ischemie) s frekvenci 97 pacientl v MTX rameni a 86 pacient(l v rameni s placebem

(HR 1,13; 95% Cl, 0,93- 2,06) (156).

Potencidlni zvySeni rizika KVO u pacientl lé¢enych MTX vychdzi z predpokladu zvyseni

koncentrace Hcy kvlli jeho snizené preméné na methionin zplUsobené nedostatkem THF
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(Obrazek 2). Detailni vliv hyperhomocysteinémie na KVO je popsan v kapitole 3.3.5 této prace.
Rho et al. ve své publikaci vSak zvysené hladiny Hcy u pacientl s RA Ié¢enych MTX v porovnani
s témi, ktefi uzZivali jina DMARDSs, neprokazal (p=0,38) (157). Van Ede ve své praci sice prokazal
zvysené plazmatické hladiny Hcy u pacientl s RA IéCenych MTX, nicméné soucasné podavani
folatl tuto hladinu sniZovalo (p <0,0001) a zda se, Ze tato suplementace se tak podili na snizovani

KV rizika (158).
Vliv metotrexatu na kardiovaskularni rizikové faktory

Pacienti s RA vykazuji snizené plazmatické koncentrace celkového cholesterolu, LDL i HDL ¢astic
v porovnani s obecnou populaci. Toto zjisténi poukazuje na mozné plsobeni systémového zanétu
na snizeni koncentrace lipidd (42). KV riziko je vSak presto u téchto pacient( zvySeno (159). Ve
studiich byl sledovan vliv MTX na sérové hladiny cholesterolu a také na efluxni kapacitu bunék
pro cholesterol. Ovlivhénim schopnosti bunék vylucovat cholesterol po lécbé MTX se vyznamnéji
zabyvaly celkem 4 studie. Lécba MTX prokazala aktivaci ADORA2A adenosinovych receptor(
zvysit reverzni transport cholesterolu a zabranit tak tvorbé pénovych bunék s proaterogennim
potencidlem pouze u dvou z nich (160-163). Vliv lécby MTX na koncentraci cholesterolu je
podobné nejednoznacny. Zatimco vysledky nékterych studii ukazuji na zvySené sérové hladiny jak
celkového, tak i LDL a HDL cholesterolu u pacientll lécenych MTX, a to az o 30, 28 a 39 %
v uvedeném poradi (163-165), tak rfada jinych tuto asociaci naopak nepotvrdila (157, 160, 166).
Soucasna lécba MTX spolu s prednisolonem ponékud prekvapivé sice neovliviiovala sérové
hladiny celkového ani LDL cholesterolu, na druhou stranu vsak statisticky vyznamné zvysila HDL

cholesterol 0 30 % (167).

Dalsi vyznamny rizikovy faktor pro rozvoj KVO predstavuje porucha glukézového metabolismu
zahrnujici metabolicky syndrom, inzulinovou rezistenci a DM. In vitro, MTX prokazal 4ndsobné
zvyseni exprese mMRNA GLUT-4 transportéru (transportér glukdzy v tzv. inzulin-dependentnich
tkanich kosterniho svalu, myokardu a tukové tkdné) a také pfriblizné 2ndsobné zvyseni
koncentrace tohoto vyznamného prenasece v kosternim svalstvu na mysim modelu pro DM.
Tento vysledek je pfipisovan sekundarni aktivaci 5’AMP-aktivovatelné protein kindzy (AMPK)

pomoci MTX navozené zvySené koncentraci AICAR a vedl kvyznamnému sniZzeni sérové
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koncentrace glukézy (-44%, p <0,001), insulinu (-34%, p <0,001) a také inzulinové rezistence
mérené pomoci homeostdazového modelu vyuzivajictho nasledujici rovnici: lacna glykémie
(mmol/l) x la¢na inzulinémie (LU/ml)/22,5 (homeostasis model assessment of insulin resistance
index, HOMA-IR; -63%, P<0,001) (168). Nékolik observacnich studii prokdzalo snizenou
prevalenci metabolického syndromu u pacientd s RA 1é¢enych MTX. Zaméfime-li se pouze na
vysledky téch, u kterych byla provedena adjustace na nejdulezZitéjsi zavadéjici faktory
(confounding factors) jakymi jsou naptiklad vék, pohlavi, aktivita onemocnéni ¢i soubéind
medikace, vidime relativni snizeni vyskytu metabolického syndromu v rozmezi 26 az 68 % (169-
171). Pro stanoveni vlivu lé¢by MTX na inzulinovou rezistenci u RA bohuZel nemame rozsahlé
mnoZstvi dat. Ve dvou studiich s celkem 144 pacienty nebylo zjisténo statisticky vyznamné snizeni
inzulinové rezistence dle HOMA-IR. Nicméné MTX byl vtomto pfipadé podavan soucasné
s |lécbou prednisolonem, jelikoZ se jednalo o pacienty s nové diagnostikovanou RA, coz mohlo
vysledky ovlivnit (172, 173). Hladina glukdzy v krvi spolu s hodnotou glykovaného hemoglobinu
(HbA1c) patfi mezi zakladni diagnostické parametry pro stanoveni diabetu. Rho et al. ve své
prarezové studii s celkem 169 RA pacienty nepozoroval Zzadnou zménu v sérové koncentraci
glukézy pfi porovnani lé¢by pomoci MTX s jinymi DMARDs (p=0,27) (157). Podobné nebylo
prokazano snizeni HbAic v kohortové studii s 37 diabetickymi pacienty lécenymi MTX pro
hodnotou béhem 12 mésica |écby (p=0,45) (174). Zajimavé je, Ze statisticky vyznamné snizeni
HbAic 0 5 % bylo dosazeno u 26 pacientll s RA nebo psoriatickou artritidou, ktefi neméli
diagnostikovan DM a byli Ié¢eni MTX po dobu 6 mésict (p <0,01) (175). Rozsahla retrospektivni
kohortova studie u 13 905 pacientli s RA nebo psoriatickou artritidou hodnotila riziko nové
rozvinutého diabetu béhem primérného sledovaného obdobi 5,8 mésicll v zavislosti na lécbé
DMARDs. V pfipadé MTX nebylo dosazeno vyznamného snizeni tohoto rizika v porovnani

s [é¢bou ostatnimi DMARDs (HR 0,77; 95% Cl, 0,53-1,13) (176).

V neposledni radé patfi mezi KV rizikové faktory potencialné ovlivnitelné [éébou MTX také
hodnota krevniho tlaku (TK). V tomto pfipadé se jako klicovy mechanismus jevi zejména zvysena
koncentrace adenosinu blokddou ATIC. Adenosin prokazal efekt na snizeni TK prostiednictvim

zvyseni eNOS, pfimé vazodilatace a puUsobenim na centrdini nervovy systém. Navic blokada
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ADORA1A a ADORA2A zpUsobila zvyseni krevniho tlaku a arteridlni tuhosti. Blokada ATIC zaroven
zpusobuje zvyseni koncentrace AICAR a tim aktivaci AMPK (Obrazek 3), ktera prokdzala
protektivni vliv u endotelidlnich bunék pred oxidativnim stresem a apoptdzou spolu se snizenim
proliferace hladké svaloviny cév. AICAR a/nebo AMPK aktivace déle stimuluje tvorbu NO vedouci
k primé vazodilataci a tim i redukci TK (177). Pro stanoveni vlivu MTX na TK nemame k dispozici
kvalitni studie, na zakladé, kterych by bylo mozné délat presnéjsi zavéry. Rho et al. ve své studii
prokazal trend ke snizeni jak systolického (STK), tak diastolického (DTK) TK u 169 pacientd s RA
lécenych MTX v porovnani s Iécbou jinymi DMARDs (157). Prlifezova studie 86 pacientl s RA
|é¢enych bud MTX (v monoterapii nebo kombinacni |é¢bé s jinymi DMARDs) nebo jinymi DMARDs
prokazala statisticky vyznamné nizsi klinicky a 24hodinovy periferni a centrdlni TK u pacientd
|é¢enych MTX ve srovnani s témi, ktefi MTX neuzivali (178). Relativné nizsi prevalenci hypertenze
pak ve své praci uvadi Halm et al. u IéCby pacientd s RA pomoci MTX (12 %) v porovnani se
sulfasalazinem (26 %), hydroxychlorochinem (17 %) nebo pacienty nelééenymi pomoci zadného
z DMARDs (24 %). Vysledky této studie bohuzZel nejsou podloZeny statisticky zpracovanou

analyzou (179).
Vliv farmakogenetiky metotrexatu na kardiovaskularni onemocnéni

Predpoklad, Ze SNPs se v pripadé MTX podileji na vyssim vyskytu KVO, je zaloZzen na tom, Ze tyto
mutace mohou vést k nizsi ucinnosti tohoto léku a jako nasledek pak dochazi k vyssi aktivité
onemocnéni spojené svysSi zanétlivou aktivitou. Data pro stanoveni vlivu jednotlivych

polymorfismi MTHR na KVO jsou vsak zatim nejednotna.

Metaanalyza Hou et al. uvadi, Ze mutace v MTHF C677T alely, kde C >T muze vést k vyssimu
riziku KV pfihod zejména u pacientl s koncentraci Hcy> 15 umol/L (180). Kromé pfijmu vitaminu
B12 a kyseliny listové se nizsi aktivita MTHFR zpUsobena mutaci C677T a A1298C gen( radi mezi
nejcastéjsi priciny hyperhomocysteinémie. Toto tvrzeni je podloZzeno vysledky nékolika studii
(180-182). Jednotlivé SNPs a jejich vliv jsou detailnéji popsany v ¢asti 3.2.4 této prace, nicméné
tyto mutace byly prokazany jakozto vyznamny predispozi¢ni faktor pro vyssi koncentrace Hcy
(183). Byla prokazana priblizné trojndsobné zvySend plazmatickd koncentrace Hcy v pfipadé TT

homozygotl a porovnanim s vysledky pro CC homozygoty, plazmaticka koncentrace byla pfiblizné
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0 25 % vyssi (130). Presto, ze mutace genu 1298 také vede k snizeni aktivity MTHFR, stanoveni

vlivu této mutace na hladiny Hcy nejsou zatim dostupné.

Dalsi dvé metaanalyzy se zaméfrily na vliv MTHFR polymorfism{ na riziko rozvoje ICHS. V prvni z
nich bylo vyhodnoceno celkem 8140 ptipadl a 20522 kontrol pro riziko rozvoje IM. Vysledkem
této analyzy bylo zvyseni rizika IM u kavkazské populace s TT alelou v porovnani s alelou CC u
pacientd pod 50 let (OR 1,28; 95% Cl, 1,078-1,51) (184). Druha metaanalyza, tentokrat u ¢inské
populace, analyzujici vliv C677T polymorfismld u 2981 pacientl prokazala, Ze pacienti s
TT genotypem jsou vice nachyini k riziku rozvoje ICHS (OR 0,55; 95% Cl, 0,37-0,83; p=0,0004). Za
zminku zde jisté stoji skutecnost, Ze statisticky vyznamna asociace byla prokazana pouze u studii

publikovanych po roce 2005 (185).

Na druhou stranu metaanalyza s 612 pacienty s RA a 865 kontrolami stanovujici vliv jak 677 C> T
tak i 1298 A>C genovych polymorfismU na riziko rozvoje ICHS prokazala vyznamny rozdil pouze
v pfipadé 1298 A>Cato po 5 (OR 1,45; 95% Cl, 1,00-2,10; p=0,04) i 10 letech sledovani (OR 1,62;
95%CU, 1,08-2,43; p=0,01). U 677 C> T polymorfismu tato asociace potvrzena nebyla (182). Navic
tento vysledek pro 677 C> T polymorfismus potvrdila studie Nakai et al. zachycujici 12 studii
pfipadd a kontrol porovnavajici 5370 genotypovanych pacient(i s ICHS a 4961 bez ICHS. Ani
v pfipadé této studie se nepotvrdil statisticky vyznamny rozdil stran ICHS v zavislosti na

polymorfismu genu 677 (186).

3.4.3. Leflunomid
Leflunomid fadime do skupiny csDMARDs. Jedna se o Iék s imunomodula¢nimi vlastnostmi, ktery

inhibici syntézy pyrimidinovych bazi a zanétlivych cytokinG plsobi antiproliferativnim a

.....

.....

procesy hraji v patologii téchto onemocnéni vyznamnou roli viz bod 3.3.2. Na druhou stranu,
relativné &astym NU |é¢by leflunomidem se uvadi hypertenze s pFiblizné 10% incidenci, ktera u

pacientd s RA patfi mezi vyznamné rizikové faktory pro rozvoj KVO (188, 189).
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Studie pripadl a kontrol vyhodnocujici vliv [écby pomoci DMARDs na riziko hospitalizace pro
srdecni selhani u témér 42 000 pacientl s RA prokazala statisticky vyznamny benefit (RR 0,7; 95
% Cl 0,6 — 0,9) u pacientd |écenych DMARDs oproti tém, ktefi v dobé hospitalizace tyto léky
neuzivali. V pfipadé leflunomidu vSak toto snizeni rizika, na rozdil od MTX ¢i antagonistl TNF -a,
nedosahlo statistické vyznamnosti (RR 0,8; 95 % Cl 0,5 — 1,3) (190). Leflunomid prokazal
statisticky vyznamné snizeni plazmatické koncentrace glukdzy u pacienti s RA v porovnani's témi,

ktefi byli Ié¢eni jinymi DMARDs (p=0,006) (157).

3.4.4, Hydroxychlorochin
Hydroxychlorochin (HCQ) radici se mezi antimalarika patii zaroven mezi |éciva uzivajici se
v terapii RA. Jeho ucinnost v pfipadé tohoto onemocnéni je viak spiSe mirna (nejedna se o lék
pouzivany v monoterapii RA). Prestoze se HCQ pro lécbu RA pouziva jiz nékolik desetileti
(diky ptredpoklddanému zvySeni ucinku zejména v kombinaci s MTX), jeho vliv na KVO byl

intenzivnéji studovan az béhem nékolika poslednich let.

Prima kardiotoxicita HCQ patfi mezi zavazné, nastésti vSak zfidka se vyskytujici jevy. Do roku 2013
se uvadi celkem 70 kazuistik popsanych v odborné literature (191). Akutni intoxikace HCQ navic
mUzZe zpUsobit prodlouzeni QT intervalu, hypokalémii a prodlouZzeni komplexu QRS (192). Nékolik
kazuistik pak popisuje prodlouzeni QT intervalu u pacientt lé¢enych HCQ (193-195). Celkovy vliv
HCQ stran jeho plsobeni na riziko rozvoje KVO prehledné shrnuje systematicky prehled z roku
2018, které zahrnuje celkem 4 studie (196). Pro rozdilnou interpretaci vysledk( byly studie
rozdéleny do dvou skupin. V prvni skupiné slouzi k vyjadreni vysledk( hazard ratio (HR) nebo
relativni riziko (relative ratio; RR). V pfipadé téchto studii byl pozorovan trend ke snizeni rizika
KVO u pacienti s RA lé¢enych HCQ (RR 0,81, 95% Cl 0,46—1,41), nicméné nebylo dosazeno
statisticky vyznamného rozdilu (197, 198). Druhou skupinu studii tvofi ty, jejichz vysledek je
vyjadien pomoci poméru Sanci (odds ratio; OR). Zde bylo dosaZeno statisticky vyznamného
snizenirizika rozvoje KVO u pacientl s RA Ié¢enych pomoci HCQ (OR 0,27, 95% CI1 0,10-0,74) (199,
200).

Dle dostupnych dat je schopnost HCQ sniZzovat KV riziko pravdépodobné zplsobena nejen

samotnym ucinkem na snizovani aktivity RA, ale zejména diky jeho vlivu na rozvoj KV rizikovych
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faktord. HCQ plsobi na lysozomy, coz ma za nasledek sniZzeni degradace inzulinu a sniZeni syntézy
cholesterolu. HCQ zaroven zvySuje vyskyt LDL receptoru v jatrech s naslednym zvySenim
katabolismu LDL. Porovnanim pacientll |éCenych antimalariky s pacienty, ktefi tuto lécbu
neuzivaji, bylo zjisténo vyznamné snizeni LDL cholesterolu (p=0,03) a TAG (p=0,03) (157). Vin
vitro studiich HCQ zlepsoval také sekreci inzulinu a senzitivitu perifernich tkani k plsobeni tohoto
hormonu, coZ bylo dale potvrzeno nékolika in vivo studiemi, ve kterych HCQ snizoval hladinu
HbA1. u pacientl s nedostatecné kontrolovanym diabetem a také zlepSoval sensitivitu k inzulinu
u obéznich pacientl (174, 201). Vysledky dvou rozsahlych retrospektivnich studii prokazaly
statisticky vyznamné sniZzeny vyskyt nové rozvinutého diabetu u pacient( Ié¢enych HCQ a to 0 46
a 33 % (176, 202). V neposledni radé byl popsan také ucinek HCQ na agregabilitu desticek, a to
snizenim produkce tromboxanu A2. Statisticky vyznamné inhibice agregace desticek bylo
dosaZzeno v kombinacni terapii HCQ + ASA vs. ASA samotna (31,2 % + 8,1 %, p=0,002). Zavéry této
studie je vSak nezbytné potvrdit dalSim vyzkumem, jelikoz se jednalo o studii na 12 zdravych

dobrovolnicich (203).

3.4.5. Biologicka lécba
Biologicka lécba v monoterapii, ptripadné v kombinaci s csDMARDs, je indikovana, dojde-li k
selhani standardni terapie v dosazeni remise nebo alespon nizké aktivity onemocnéni (1).
Ucinnost bDMARD:s je dana snizenim zanétlivé aktivity prostiednictvim inhibice prozanétlivych
cytokinl (TNF-a, IL-1, IL-6) nebo pfimym vlivem na B ¢i T lymfocyty (204, 205). Soucasna evidence
prokazuje vyznamny vliv prozanétlivych cytokinl na rozvoj a rupturu aterosklerotickych platl a
také na lipidovy profil pacientl (206, 207). Vzhledem k tomu se v¢asné zahdjeni biologické [écby
RA, zejména pomoci inhibitord TNF-a, jevi jako vyhodné v ramci prevence KVO (208, 209). Pro

stanoveni konkrétnich zavér( je vsak stale nezbytné vétsi mnozstvi dat z klinickych studii.

Zanétlivy cytokin TNF-a hraje vyznamnou roli v patogenezi RA a patfi mezi hlavni cile plisobeni
biologické lécby tohoto onemocnéni. Mezi hlavni Gcinné latky s antiTNF-a aktivitou se radi
etanercept, adalimumab, infliximab a golimumab. Lécba RA pomoci antiTNF-a m(ze vést k
redukci KV rizika snizenim endotelidlni dysfunkce a progrese aterosklerdzy snizenim exprese pro-
zanétlivych cytokinU a endotelidlnich adhezivnich molekul. Zaroven vsak nebyl zjistén vliv této
Ié€by na hladinu celkového cholesterolu ani na LDL a HDL cholesterol. Soucasna data z klinickych
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studii vSak prokazala, Ze antiTNF-a vedou k sniZeni KV rizika v rozmezi 30-70 % u pacient( s RA
(9).
TNF-a inhibitory

Dvé velké, postmarketingové studie vyhodnocujici data ziskana ze Svédského a Spanélského
registru, prokazaly snizeni rizika v rozvoji prvniho vyskytu KV pfihody a také mortalitni benefit u
pacientd lécenych TNF-a inhibitory (210). Lepsi progndza stran KVO byla prokazana také
v pfipadé kombinacni [écby bDMARDSs spolu s csDMARDs v porovnani s monoterapii (211, 212).
Systematicky prehled Roubille et al. zminovany jak v pfipadé |écby GLK, tak MTX, vyhodnocoval
také riziko rozvoje KVO u pacient(i s RA v pfipadé [écby TNF — a inhibitory a podobné jako
v pfipadé MTX, i zde jednoznacné potvrdil jejich pozitivni ucinek (RR 0,70, 95% Cl 0,54-0,90)
v pfipadé veskerych sledovanych KV prihod. Pokud se podivdme na jednotlivé KV prihody,
vyznamného sniZeni rizika bylo dosazeno v pfipadé infarktd myokardu (RR 0,59, 95% CI 0,36—
0,97) a také CMP (RR 0,57, 95% CI 0,35-0,92), zatimco u srdec¢niho selhani bylo toto snizeni
statisticky nevyznamné (RR 0,75, 95% Cl 0,49-1,15) (151). Na druhou stranu, studie
s etanerceptem a infliximabem prokazaly vy3si riziko srdecniho selhani a anti-TNF [éCba je tak

v soucasné dobé kontraindikovéna u pacientl s NYHA Il { a IV (105).
bDMARDSs s jinym mechanismem ucinku

Biologicka léciva vyjma inhibitorli TNFa, mezi které se fadi tocilizumab, rituximab, abatacept a
anakinra také prokazala klinicky efekt pfi lécbé RA, nicméné jejich efekt na KV morbiditu a
mortalitu neni zatim pIné objasnén. Data z limitovaného mnozstvi klinickych studii naznacuji, ze
tyto léky maji tendenci ménit lipidovy profil. Vysledky jsou vsak neprlikazné a pro potvrzeni této

hypotézy je nutny dalsi vyzkum (9, 213).

Zvyseni KV rizika bylo diskutovano zejména v pripadé inhibitoru IL- 6 (tocilizumab) u pacientd s
dyslipidémii. II-6 patfi mezi prozanétlivé cytokiny s pleiotropnim ucéinkem zasahujicim jak do
patofyziologie RA, tak také aterosklerotickych procest. Dlouhodobd a nadmérna produkce
tohoto cytokinu zpUsobuje progresi myokardidlniho postiZzeni a je spojovana se zavaingjsi
dysfunkci levé komory u chronického srdec¢niho selhdni (214). Podéani tocilizumabu, monoklondlni

humanizované protilatky blokujici IL-6 receptor, vyznamné sniZzuje koncentraci CRP a dalSich
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parametrd systémového zanétu. Na druhou stranu vsak dochazi ke zhorseni lipidového profilu
reverzibilnim zvySenim celkového cholesterolu, LDL cholesterolu a TAG (215). Recentni
systematicky prehled 19 studii (11 randomizovanych a 8 observacnich) s tofactinibem neprokazal
statisticky vyznamny rozdil stran KV rizika (hodnoceno jako MACE: kompozitni cil slozeny z IM,
CMP a KV umrti) v porovnanim s |é¢bou csDMARDs (RR 0,91; 95% Cl, 0,54-1,51) ani inhibitory
TNF —a (RR 0,78; 95% Cl, 0,53-1,16) (216).

3.4.6. Inhibitory Janus kinaz
Inhibitory JAK jsou peroralné poddvané, malé chemické molekuly ze skupiny tsDMARDs majici
protizanétlivy a imunomodula¢ni ucinek podobny bDMARDs zprostiedkovany inhibici
signaliza¢nich drah IL-2, 4, 7, 9, 15 a 21. Jednd se v soucasné dobé o nejnové;jsi skupinu lék

v |écbé RA s velkym potencidlem do budoucna.

Systematicky prehled hodnotici vliv inhibitor( JAK (tofactinib, baricitinib, upadacitinib, peficitinib
a decernotinib) na riziko vyskytu KV pfihod u 11 799 pacientl s RA z 26 dosud publikovanych
randomizovanych klinickych studii neprokazal statisticky vyznamny rozdil (OR 1,04; 95% Cl, 0,61-
1,76; p=0,89). Z kratkodobé perspektivy tak IéCba témito preparaty neovliviiuje KV riziko (217).

Vysledky vlivu dlouhodobé Ié¢by ukazou nasledné postmarketingové studie.

V sougasné dobé jsou v Ceské republice k dostani dva Iéky z této skupiny. Prvni z nich — tofacitinib
— prokazal superioritu oproti MTX a zaroven non-inferioritu v porovnani s inhibitory TNFa. Druhy
preparat — baricitinib - pak prokazal superioritu v obou pfipadech (218). Presto, Ze se jednd o
nové pripravky, jejich vliv na KVO detailnéji hodnoti dvé metaanalyzy uvedené nize. Pfiznivé
vysledky obou preparati stran KVO bylo dosazeno navzdory zvySenym hladinam HDL-C a LDL-C

pfi lé¢bé obéma pfripravky (105).

Prvni hodnotila data ziskand z 6 randomizovanych studii faze Ill a dvou open-label extenznich
studii s tofactinibem (inhibitor JAK 1 a 3) u vice nez 9000 pacientl s RA. Hlavnim sledovanym
ukazatelem byl MACE. Mira vyskytu (IR, incidence rate) MACE byla porovnatelna v pripadé
tofactinibu (IR 0,58; 95% Cl, 0,39-0,88), adalimumabu (IR 1,68; 95% Cl, 0,54-5,20) i placeba (IR
0,99; 95% Cl, 0,25-3,95). Za zminku stoji i fakt, Zze v pfipadé MTX (n=186) nebyla zaznamenana
zadna MACE ptihoda (219).
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Druha metaanalyza hodnotila KV bezpecnost u témér 3500 pacientl s RA 1éCenych baricitinibem
(inhibitor JAK 1, 2) z celkem 9 studii rdznych fazi klinického vyvoje. Mira vyskytu téchto zavaznych
KV prihod byla 0,5 na 100 paciento-rokl u placeba (95% Cl, 0,1-2,0) a 0,8 na 100 paciento-roku
v pfipadé 4mg baricitinibu (95% Cl, 0,2-2,2). Vysledny rozdil tak nedosahl statistické vyznamnosti
(220).

U inhibitord JAK je na misté zminit také obavy z potencidlné vyssiho rizika vyskytu
tromboembolickych  komplikacii RA obecné patfi mezi rizikové faktory rozvoje
tromboembolickych komplikaci. Udava se, Ze u pacientt s RA je riziko rozvoje téchto komplikaci
3-7 prihod na 1000 paciento-roku, zatimco v béZné populaci je toto riziko 1-4 pfihody na 1000
paciento-rokd. Vyse uvedené obavy vychazeji z vysledk klinickych studii u baricitinibu, kde bylo
hlaseno 6 pripadl Zilniho trombembolismus u 997 pacient(l Ié¢enych 4 mg baricitinibu, zatimco
u pacientl uZivajicich placebo nebyl zaznamenan zadny vyskyt téchto komplikaci. V pripadé
tofacitinibu tyto obavy vzrostly kvali post-marketingové analyze provedené FDA. AZ 3nasobné
zvySené riziko se ukazalo u starsich pacient( uZivajicich 10 mg tohoto preparatu. Tito pacienti
méli zaroven i vys$si mortalitu (105). Pro presnéjsi kvantifikaci tromboembolického rizika novych
preparatl pouzivanych klécbé RA a odliseni tohoto rizika od rizik, kterd Ize pficist na vrub
samotného onemocnéni nebo jeho komorbiditdm, je nezbytné provedeni rozsahlejSich
observacnich studii. Do té doby by lékafi méli tyto Iéky predepisovat s obezfetnosti a to zejména

u pacientl s jiz pritomnym potencialnim tromboembolickym rizikem (221).
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4. Praktickd cast

4.1.VysSi riziko kardiovaskularnich onemocnéni u pacientd s revmatoidni
artritidou bez léCby metotrexatem.

4.1.1. Cil prace
Primarnim cilem této prace je vyhodnotit, zda pacienti s RA, ktefi nejsou |é¢eni MTX (MTX 0) maji
vySSi riziko vyskytu KVO, neZ pacienti léceni MTX v Case sbéru dat (MTX 1). Vyskyt KVO bude
hodnocen jednak jako celek, ale také jako jednotlivd onemocnéni, mezi kterd se radi angina
pectoris (AP), IM, méstnavé srdecni selhani, arytmie, cévni mozkové prihody (CMP), PAD a nahla
srde¢ni smrt. Jako sekunddrni cil bude hodnocen vyskyt KV rizikovych faktor(i (DM, hypertenze,
dyslipidémie, dna, hyperurikémie a metabolicky syndrom) a také vliv [é¢by MTX na hodnoty
ziskané pomoci tfi rliznych KV skdrovacich systém( pouZivanych na zakladé doporucenych
postupl odbornych spolecnosti: Systematic Coronary Risk Evaluation (SCORE), The American
College of Cardiology / The American Heart Association (ACC/AHA) CV risk score a Reynolds Risk

Score.

4.1.2. Metodika

Design studie

Byla provedena monocentricka, regionalni, observacni, retrospektivné-prospektivni prarezova
studie.

Uspordadani studie

Do studie bylo zahrnuto 125 pacientl dochazejicich do revmatologickych poraden IlI. interni
gastroenterologické kliniky Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Pacienti byli
vybrdni ze 198 pacientl zafazenych do predchozi studie (jedna se o studii, ktera zahrnovala
vSechny pacienty dochazejici v dobé konani studie do revmatologickych poraden Lékarské fakulty
a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové a lé¢ené MTX v Case zarazeni do studie nebo alespon
v minulosti) (8). Veskera data byla ziskana v obdobi od 1. zafi 2016 do 31. kvétna 2017. Pro ziskani
osobni, rodinné a lékové anamnézy pacientl byly pouZity informace obsaZené v lékaFské

dokumentaci. Béhem pravidelnych navstév v revmatologickych poradnach byl kazdy pacient
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standardné vysetien, a navic byly zaznamendny udaje spojené s KV riziky: vysoky TK a pulz (k
méreni TK a pulzu byly pouzity certifikované a kalibrované digitalni brachidlni tonometry), vyska,
vaha a obvod pasu a bok(. Zaroven byla pacientlim odebrana krev po no¢nim la¢néni a takto
ziskané vzorky byly analyzovény v Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice
v Hradci Kralové pro stanoveni sérovych hladin celkového cholesterolu, LDL, HDL, TAG, lacné
glykémie, HbA1lc, iontd (Na*, K*, CI), kyseliny mocové, kreatininu, ESR, vysoce senzitivniho C-
reaktivniho proteinu (hsCRP), RF, antinukledrnich protilatek (ANA) a aCCP. Odhadovana ledvinnd
clearance kreatininu (estimated glomerular filtration rate; eGFR) byla vypoctena dle rovnice CKD-
EPI (chronic kidney disease epidemiology collaboration). Lékaiskd dokumentace kaZdého
pacienta byla prostudovana a veskeré KV prihody a KV rizikové faktory zaznamenany. Pacienti
byli navic dotazovani formou dotaznikd (viz pfiloha) ke zjisténi jejich denni fyzické aktivity,
koureni a konzumace alkoholu. Do studie byli také zahrnuti zemreli pacienti (n=13) z predchozi
studie (8) stejné jako data z jejich Iékarské dokumentace a pfic¢ina iumrti. Pro tyto pacienty nebyly
hodnoceny KV rizikové faktory, jelikoz jejich fyzicka aktivita a laboratorni idaje nebyly dostupné
pro potvrzeni informaci z jejich lIékarské dokumentace.

U&astnici studie

Do nasi studie byli zarazeni vSichni pacienti s RA z predchozi studie (Soukup et al. 2015), ktefi
navstivili revmatologické poradny Il. interni gastroenterologické kliniky Lékarské fakulty a
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové v obdobi sbéru dat, spolu s jiz zemrelymi pacienty z vyse
uvedené studie. Tito pacienti byli vybrani na zakladé toho, Ze byla dobfe znama a
zdokumentovana jejich 1é¢ba RA jiz od stanoveni diagndzy. Pacienti splnili kritéria pro vstup do
nasi studie v pfipadé, Ze byli v minulosti nebo v soucasnosti [é¢eni pomoci MTX. Jind vstupni Ci
vylucujici kritéria nebyla aplikovana. VSichni pacienti ve studii splfiovali kritéria pro stanoveni RA

dle Americké revmatologické asociace z roku 1987 (16).

Pro kazdého pacienta byla dale vyhodnocena pfitomnost RF, ANA a aCCP. Pro stanoveni celkové
zanétlivé aktivity byla navic vyhodnocena sérova hladina hsCRP a také ESR. Pro vyhodnoceni CRP

(normalni rozmezi 0-5 mg / I) byla pouZita turbidimetrie (pomoci soupravy Roche Diagnostics
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Modular Analyzer Kit). K stanoveni aCCP byla provedena analyza ELISA s pouzitim komercné

dostupné soupravy Immunoscan (Euro-Diagnostica, Svédsko).

Pacienti byli rozdéleni v zavislosti na |écbé RA. Ti, ktefi uzivali MTX v obdobi sbéru dat, byli
zarazeni do skupiny pacientl lé¢enych MTX (MTX 1). Zbyli pacienti byli zafazeni do skupiny
nelécenych MTX (MTX 0). VSichni pacienti zarazeni do studie byli starsi 18 let, kavkazské populace

ees

a zijici v Ceské republice.

Studie byla schvalena etickou komisi Univerzitni nemocnice v Hradci Kralové a byla provedena
v souladu s Helsinskou deklaraci 1975/83. Pred zafazenim do studie vsichni pacienti podepsali

informovany souhlas. Data byla ziskana v obdobi od 1. zafi 2016 do 31. kvétna 2017.
Sledované cile

Hlavnim sledovanym cilem studie byl vyskyt KVO charakterizovany jako AP, IM, méstnavé srdecni
selhani, CMP, PAD, ndhla srdec¢ni smrt nebo arytmie (pacienti bez sinusového rytmu /nebo
s atrioventrikularnim blokem minimalné 2. stupné) v lékafské dokumentace pacientll. Pro
zachyceni KVO, které nebyly diagnostikovany nebo nebyly zaneseny v Iékafské dokumentaci, byl
navic v ¢ase sbéru dat proveden elektrokardiogram (EKG). Pro stanoveni KV rizikovych faktor(
byla rovnéZ pouzita data z |ékafské dokumentace pacientd spolu s typickou medikaci pro jejich
lécbu (napft. statiny, ACEi, metformin). Celkem bylo hodnoceno 6 KV rizikovych faktord: DM,
dyslipidémie, hypertenze, hyperurikémie, dna a metabolicky syndrom (dle AHA kritérii; (223)). U
pacientd byly navic hodnoceny 3 skodrovaci systémy pro stanoveni KV rizika. Pro vypocet
jednotlivych skérovacich systému byli vidy vyuZiti jen ti pacienti, ktefi splfiovali podminky pro
dany skorovaci systém. V pripadé odhadu KV rizika metodou SCORE (Systematic Coronary Risk
Evaluation; (224) pro stanoveni pravdépodobnosti 10letého rizika vyskytu fatdlni KV pfihody se
jednalo o pacienty ve véku 35-65 let s plazmatickymi hodnotami pro celkovy cholesterol
v rozmezi 2,5 -10,0 mmol/l a STK 90-190 mmHg. Vysledna hodnota SCORE byla ziskana za pouZiti
online kalkuldatoru dostupného na strankach Narodniho autoriza¢niho stfediska pro klinické
laboratore pfi Ceské lékarské spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné (225). Vypocet 10letého rizika
srde¢niho onemocnéni nebo CMP dle ACC/AHA za pouZiti online kalkulatoru (226) byl proveden

u pacientd ve véku mezi 40-79 lety scelkovym cholesterolem 3,37 — 8,29 mmol/l, HDL
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cholesterolem 0,52-2,59 mmol/l, STK 90-200 mm Hg a DTK 30-140 mmHg. Posledni z KV
skérovacich systému, Reynoldsovo skére rizika (Reynolds Risk Score), vyhodnocuje
pravdépodobnost budouciho vyskytu IM, CMP nebo jiné zavazné srdecni choroby v nasledujicich
10 letech u pacientl ve vékovém rozmezi 45-80 let, s celkovym cholesterolem 3,6-10,3 mmol/I,
HDL 0,8-4,0 mmol/I, SBP 90-200mmHg a CRP 0,03-20mg/I. Také pro vypocet Reynoldsova skére

rizika byl pouzit online kalkulator (227).
Zkresleni (bias) studie

Za ucelem snizeni potencialniho vlivu selekéniho zkresleni na vysledky nasi studie jsme zaradili
pacienty z predchozi studie (Soukup et al., 2015), ktera zahrnovala viechny pacienty s diagnézou
RA, ktefi byli v ¢ase jejiho zahajeni |éceni ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové a byli alespon
v minulosti 1é¢eni pomoci MTX. Zaroven nebyla aplikovana zadna vylucujici (exclusion) kritéria.
Z celkového poctu 198 pacientl byla ziskana relevantni data pro statistické hodnoceni od 120

Z nich.

Vzhledem k observacnimu charakteru nasi studie byly jako dllezZity zdroj dat vyuZity |ékarské
zaznamy jednotlivych pacientl. K eliminaci pfipadného informacniho zkresleni zplisobeného
vlivem chybéjicich ¢i zastaralych dat v téchto zaznamech jsme s pacienty béhem jejich pravidelné
navstévy revmatologickych poraden vyplnili predem specifikovany dotaznik (viz pfiloha této

prace).

Aterosklerdza, jakoZzto multifaktorialni onemocnéni ovlivnéné celou fadou okolnosti, patii mezi
dllezité faktory pro rozvoj KVO. VSechny tyto okolnosti tak mohou pUsobit jako zavadéjici faktory
(confounders) pfi rozvoji KVO. K minimalizaci vlivu téchto zavadéjicich faktor na vysledky nasi
studie jsme analyzovali rozdily mezi studovanymi skupinami pro neovlivnitelné (vék, pohlavi) a
ovlivnitelné (DM, hypertenze, dyslipidémie, koureni, alkohol, fyzicka aktivita, zanétliva aktivita)
rizikové faktory, stejné jako pro medikamentdzni 1é¢bu pacient( s prokdzanym vlivem na KVO
(ACEi, BB, statiny, antidiabetika, antiagregacni a antikoagulacni terapie). Pro kontrolu
promeénnych, které se v ramci jednotlivych studovanych skupin statisticky signifikantné lisily (viz
Tabulka 3; Ié¢ba BB, leflunomidem, a ostatnimi bDMARDSs), byla provedena statisticka analyza za

vyuziti metody propensity score-matching (PSM).
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Statistickd analyza

Rozdily mezi skupinami dle pfitomnosti Ié¢by MTX (MTX 0 vs. MTX 1) byly vyhodnoceny pomoci
nezavislého t-testu dvou vzork( pro kvantitativni proménné a v pripadé kvalitativnich
proménnych pomoci testu x2 nebo, pokud pro néj nebyly splnény predpoklady, za pomoci
Fisherova exaktniho testu. Bylo-li nutné posoudit velikost UCinku v zavislosti na
pritomnosti/nepfitomnosti MTX |éCby s ohledem na dichotomicka vysledna méreni, byla pouZita
univariacni logistickd regresivni analyza a vysledky byly vyjadfeny jako pomér pravdépodobnosti
(odds ratio; OR) s 95% intervalem spolehlivosti (confidence interval; Cl). Statisticka vyznamnost
byla povazovana pro hodnotu p rovnu 0,05. Pro kontrolu proménnych v Tabulce 3 s prokdzanym
statisticky signifikantnim rozdilem mezi sledovanymi skupinami byla provedena statisticka
analyza za vyuziti metody PSM, kdy kazdému pacientovi ze skupiny MTX 1 byl pfifazen pacient ze
skupiny MTX 0 s nejblizsi vyslednou propensity hodnotou. Vyhodnoceni rozdild mortality u
pacient( v zavislosti na 1é¢bé MTX byla provedena analyza preziti (Kaplan-Meierova kfivka;
survival analysis) za pouziti log-rank testu. VsSechny statistické analyzy byly provedeny pomoci

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) verze 16 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).
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4.1.3. Vysledky
Do studie bylo zarfazeno celkem 125 pacientll. Z tohoto poctu pak byla data pro ucely statistické
analyzy dostupna u 120 z nich (Obrazek 5). Dva pacienti svoji Ucast ve studii odmitli a jeden
nemohl byt vySetfen z divodu hospitalizace pro aktivni onkologické onemocnéni v dobé sbéru
dat. Pro 2 pacienty ze skupiny zemrelych pacientl nebyly dostupné medicinské zaznamy
potfebné pro zafazeni do studie (tj. informace k pfedchozi MTX |é¢bé). Zbyvajicich 120 pacient(
bylo rozdéleno do dvou skupin na zakladé l[é¢by MTX (MTX 0 vs. MTX 1). Skupina MTX 0 (pacienti
neléceni MTX v Case zafazeni do studie) zahrnovala celkem 35 pacientll v porovndni se skupinou
MTX 1 (pacienti lé¢eni MTX v obdobi sbéru dat) s celkem 85 pacienty. Primérna doba od vysazeni
MTX ve skupiné MTX 0 byla 7,54 (SD + 4,21) let. Minimalni a maximalni doba od vysazeni MTX po
zarazeni do studie MTX byla 1 a 20 let. Pfic¢ina vysazeni MTX byla zndma v 25 pfipadech (NU n=18,
neucinnost n=3, ztrata Ucinku n=2, ostatni n=2). Ve skupiné MTX 1 byla primérna délka Iécby
MTX 10,9 let (SD % 5,0). Minimalni délka uzivani MTX byla 4 roky. Ta maximalni pak 27 let.
Z celkového poctu vsech pacientl zarazenych do studie v ¢ase sbéru dat bylo 13 z nich jiz po
smrti. Jednalo se o 7 pacient( ze skupiny MTX 0 (20,0 %) a 4 ze skupiny MTX 1 (4,6 %); pro zbyvajici
dva pacienty se nepodaftilo dohledat jejich Iékarskou dokumentaci a nebylo tak mozné urcit
zarazeni do skupiny ani pficinu umrti. KV pfic¢ina umrti byla zjisténa u 7 pacientl (5 ze skupiny

MTX 0 a 2 ze skupiny MTX 1).
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Obrazek 5. Studijni Flow diagram

Zahdjeni |écby MTX

Pacienti s ukon¢enou MTX lécbou Pacienti pokracujici v MTX |écbé

Ziskana data od 125 pacient(?®

Skupina MTX 0 (n=35)° l Skupina MTX 1 (n=85)¢

[5 patient( vyFazeno® ]

Vyhodnoceni dat (n=120)

2 Pacienti z predchozi studie (Soukup et al., 2015), ktefi navstivili revmatologické poradny Il. interni
gastroenterologické kliniky Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci Krdlové s diagnézou RA
v obdobi sbéru dat, a ktefi byli [é¢eni MTX v ¢ase sbéru dat nebo kdykoli v minulosti. Z vyse uvedené studie

byli dale zarazeni vsichni zemfteli pacienti.
®Priimérny ¢as od ukonéeni 1é&by MTX ve skupiné MTX O byl 7,54 (SD + 4,21) let.
¢ Ve skupiné MTX 1 byli pacienti [é¢eni MTX v prdméru 10,9 (SD + 5,0) let.

4Dva pacienti svoji U¢ast ve studii odmitli a jeden nemohl byt vy3etien z dGvodu hospitalizace pro aktivni
onkologické onemocnéniv dobé sbéru dat. Pro 2 pacienty ze skupiny zemrelych pacient( nebyly dostupné

medicinské zaznamy potiebné pro zarazeni do studie (tj. informace k predchozi MTX IéCbé).

n — pocet; MTX — Metotrexat; MTX 1 — pacienti léceni MITX v Case sbéru dat; MTX 0 — paciento bez lécby

MTX v Case sbéru dat; RA, revmatoidni artritida
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Zakladni charakteristika

Zakladni charakteristika pacientl je zobrazena v Tabulce 3. V porovnani obou skupin nebyl
pozorovan zadny vyznamny rozdil ve vétsiné sledovanych parametr(. Pacienti v MTX 0 skupiné
byli ¢astéji 1é¢eni betablokatory (54,3 % vs. 27,1 %, p=0,004), leflunomidem (34,3 % vs. 7,1 %,
p=0,0001), a non-antiTNFa bDMARDs (17,1 % vs. 14,1 %). Laboratorni parametry shrnuje Tabulka
4. V pripadé laboratornich parametrt nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil mezi sledovanymi
skupinami. DuleZité je zdUraznit, Ze nebyl pozorovdn zadny vyznamny rozdil v pfipadé hodnot

vztahujicich se k samotné zanétlivé aktivité RA, kterymi jsou hsCRP (p=0,120) a ESR (p=0,095).
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Tabulka 3. Porovnani zakladnich charakteristik pacientd s revmatoidni artritidou mezi skupinami

pacientl lé¢enych (MTX 1) a nelécenych (MTX 0) pomoci metotrexatu.

Vyhodnoceno pacient P
Vsichni pacienti MTX 1 MTX 0
(MTX1; MTXO0) hodnota

Celkové mnoistvi pacientd, n (%) 120 (85;35) 120 (100) 85 (70,8) 35(29,2)

Vék (roky), primér + SD 109 (81;28) 61,26 + 11,77 61,56 + 11,68 60,39 £12,19 0,654
Zenské pohlavi, n (%) 120 (85;35) 87 (72,5) 59 (69,4) 28 (80,0) 0,238
Kouteni v soucasnosti, n (%) 109 (81;28) 25(22,9) 21(25,9) 4(14,3) 0,207
Kouteni v minulosti, n (%) 109 (81;28) 22(20,2) 16 (20,0) 6(21,4) 0,849
BMI (kg/m2), prdmér + SD 108 (80;28) 26,36 £ 5,69 26,04 £4,18 27,27 £8,73 0,477
Pozitivni revmatoidni faktory, n (%) 88 (67;21) 60 (68,2) 49 (73,1) 11 (52,4) 0,075
aCCP pozitivni, n (%) 70(51;19) 58(82,9) 45(88,2) 13 (68,4) 0,074
ANA pozitivni, n (%) 85 (66;19) 37 (43) 29(43,9) 8 (40) 0,802
DAS28 v ¢ase randomizace, primér + SD 90 (70;20) 2,42 +1,07 2,41+1,04 2,42+1,18 0,940
Remise nebo nizka aktivita onemocnéni*, n (%) 90 (70;20) 67 (74,4) 51(72,9) 16 (80) 0,518
STK (mmHg), prdmér + SD 109 (81;28) 145,99 + 17,67 146,83 + 16,72 143,57 £ 20,32 0,403
DTK (mmHg), primér + SD 109 (81;28) 86,11+ 10,79 86,00+ 9,61 86,43 + 13,86 0,880
Tep (pocet za minutu), prdmér + SD 105 (79;26) 69,53 + 10,59 70,05 + 10,64 67,96 + 10,50 0,386
Hypolipidemika, n (%) 120 (85;35) 41(34,2) 30(35,3) 11 (31,4) 0,654
Antihypertenziva, n (%) 120 (85;35) 70 (58,3) 47 (55,3) 23 (65,7) 0,293
Antidiabetika, n (%) 120 (85;35) 13 (10,8) 6(7,1) 7 (20,0) 0,053
ACEi / AT1, n (%) 120 (85;35) 54 (45,0) 41 (48,2) 13 (37,1) 0,266
Beta blokatory, n (%) 120 (85;35) 42 (35,0) 23(27,1) 19 (54,3) 0,004*
NSAID, n (%) 120 (85;35) 82 (68,3) 62 (72,9) 20(57,1) 0,090
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Glukokortikoidy, n (%) 120 (85;35) 85 (70,8) 59 (69,4) 26 (77,1) 0,393
Dévka glukokortikoidd (mg), prdmér + SD 120 (85;35) 5,43 + 3,06 5,15+2,49 6,02 +4,01 0,308
Leflunomid, n (%) 120 (85;35) 18 (15,0) 6(7,1) 12 (34,3) 0,0001*
Plaguenil, n (%) 120 (85;35) 16 (13,3) 9 (10,6) 7(20,0) 0,168
Cyklosporin A, n (%) 120 (85;35) 4(3,3) 2(2,4) 2(5,7) 0,579
Sulfasalazin, n (%) 120 (85;35) 4(3,3) 3(3,5) 1(2,9) 0,999
bDMARDS, n (%) 120 (85;35) 31(25,8) 18 (21,2) 13 (37,1) 0,069
AntiTNF oo bDMARDs, n (%) 120 (85;35) 18 (15,0) 12 (14,1) 6(17,1) 0,673
Jind bDMARDs, n (%) 120 (85;35) 13(10,8) 6(7,1) 7 (20,0) 0,038*

" hodnoty jsou statisticky vyznamné (p <0,05).

** dle kritérii EULAR. Za remisi nebo nizkou aktivitu onemocnéni byly povaZzovany hodnoty DAS28

<3,2.

n — pocet; SD — priimérnd odchylka;, BMI — body mass index; aCCP — protildtky proti cyklickym
citrulinovanym peptidiim; ANA — antinukledrnich protildtky; DAS28 — aktivita onemocnéni dle
skore 28; STK — systolicky krevni tlak; DTK— diastolicky krevni tlak; ACEi - inhibitory angiotensin-
konvertujiciho enzymu; AT1 — angiotensinovy receptor 1, bDMARDs — biologickd chorobu
modifikujici antirevmatika; MTX 1 — pacienti lé¢eni MTX v Case sbéru dat; MTX 0 — pacienti bez

lécby MTX v Case sbéru dat.
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Tabulka 4. Porovnani vysledkud laboratornich parametrd pacientd s revmatoidni artritidou mezi

skupinami pacientt lé¢enych (MTX 1) a nelécenych (MTX 0) pomoci metotrexatu.

Vyhodnoceno pacientd

Vsichni pacienti MTX 1 MTX 0 P hodnota
(MTX1; MTX0)
Cholesterol (mmol/l), primér + SD 104 (78;26) 5,29+1,13 5,24+1,10 5,45+1,22 0,412
LDL (mmol/I), pramér + SD 100 (75;25) 3,15+0,98 3,17+0,94 3,11+1,12 0,823
HDL (mmol/l), prmér + SD 101 (76;25) 1,77 £0,52 1,73+0,51 1,87 £0,57 0,277
TAG (mmol/l), primér + SD 101 (76;25) 1,60+ 0,93 1,53 +0,88 1,81+ 1,06 0,198
hsCRP (mg/l), primér + SD 105 (79;26) 5,75 9,50 4,41 + 4,60 9,82 + 16,93 0,120
ESR (mm/h), primér + SD 98 (75;23) 14,32 £9,87 13,12+ 8,19 18,26 + 13,53 0,095
Kreatinin (umol/l), prdmér + SD 105 (79;26) 81,56 + 30,32 80,13 £21,20 85,88 +47,77 0,557
Glykémie (mmol/l), primér + SD 104 (78;26) 5,54 £1,70 5,31+0,90 6,23 £2,90 0,123
HbAlc (mmol/l), primér + SD 96 (73;23) 37,49+7,78 36,73 £6,26 39,91 £10,68 0,185
eGFR (ml/s/1,73m?), primér + SD 104 (78;26) 1,30+ 0,31 1,30+0,29 1,29 + 0,40 0,881
Kyselina mocova (umol/l), pramér + SD 104 (78;26) 264,66 + 103,45 259,24 £ 112,99 280,92 + 75,80 0,364

n — pocet; SD — priimérnd odchylka; LDL — lipoprotein s nizkou hustotou; HDL — lipoprotein

s vysokou hustotou; TAG — triglyceridy; hsCRP — vysoce senzitivni C-reaktivni protein;, ESR —

rychlost sedimentace erytrocytl;, HbAlc — glykovany hemoglobin;, eGFR — odhadovand

glomeruldrni filtrace; MTX 1 — pacienti IéCeni MTX v Case sbéru dat; MTX O — pacienti bez Iécby

MTX v Case sbéru dat.
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Primarni cil GCinnosti — crude analysis

Hlavni sledovany cil studie sloZzeny z AP, IM, méstnavého srde¢niho selhani, arytmii, CMP, PAD
nebo nahlé srde¢ni smrti se vyskytl u 16 (18,8 %) pacientl ze skupiny MTX 1 a u 14 (40,0 %) ze
skupiny MTX O (Obrazek 6). Porovnanim téchto dvou sledovanych skupin bylo prokdzano
statisticky vyznamné relativni snizeni rizika kompozitniho cile o 65 % (OR 0,35; 95% CI:0,15-0,83;
p=0,017).

Vyhodnocenim jednotlivych KVO pacienti ze skupiny MTX 0 vykazali statisticky vyznamné vice IM
(14,3 vs. 3,5 %; p=0,046) a arytmii (28,6 % vs. 7,1 %; p=0,003). V pfipadé ostatnich KVO nebyl
pozorovan vyznamny rozdil mezi sledovanymi skupinami pacientu. Vysledky pro jednotlivé KVO

detailné popisuje Obrazek 6.
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Obrazek 6. Porovnani vyskytu kardiovaskularnich prihod a celkové mortality mezi skupinami

pacientl s revmatoidni artritidou |écenych (MTX 1) a neléenych (MTX 0) pomoci metotrexatu —

crude analysis.

—e—KVO celkem

—e—Angina pectoris

—e—Infarkt myokardu
—e—Chronické srdeéni selhani
—e—Arytmie

—e—Cevni mozkova pfihoda
—e—0Onemocnéni periferich tepen
—e—Nahla srdeénismrt

—e—Celkova mortalita

MTX 1

MTX 0
poéet piihod

16(18,8) 14 (40,0)
1(1,2) 0(0,0)
3(3,5) 5(14,3)
3(3,5) 2(5,7)
6(7,1) 10(25,6)
4(4,7) 3(86)
5(59) 1(2,9)
1(1,2) 2(5,7)
4(4,7) 7(20,0)

—_—r i
1
-
00 10 20
+“— —r
s MTX lepsi bez MTX lepsi

* hodnoty jsou statisticky vyznamné (P <0,05)

Pomér $anci (95% C1 P hodnota

0,35 (0,15-0,83)

NA

0,22 (0,05-0,97)

0,60 (0,10-3,78)

0,19 (0,06-0,57)

0,53 (0,11-2,49)

2,13 (0,24-18,88)

0,20 (0,02-2,24)

0,20 (0,05-0,73)

o.017*

0.558

g.045*

2.550

g.003*

o418

0.461

0.150

g.015*

KVO, kardiovaskuldrni onemocnéni. MTX 1 — pacienti léceni MTX v ¢ase sbéru dat; MTX 0 —

pacienti bez I1é¢by MTX v ¢ase sbéru dat.
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Primarni cil Ucinnosti — adjusted analysis

Po adjustovani vysledkll kompozitniho cile ucéinnosti pro statisticky vyznamné proménné
uvedené v Tabulce 3 za pouziti PSM, byl pozorovan statisticky nevyznamny trend pro nizsi riziko
vyskytu KVO u pacientd ve skupiné MTX 1 (OR 0,50; 95% Cl:0,25-1,01; p=0,054). PouZiti PSM
analyzy dale prokazalo statisticky vyznamny vysledek v ptipadé nizsiho rizika vyskytu IM (OR 0,08;
95% Cl: 0,02-0,27) a celkové mortality (OR 0,11; 95% Cl: 0,04-0,32) u pacient( ve skupiné MTX 1
v porovnani se skupinou MTX 0. Vysledky pro nahlou srde¢ni smrt (OR 0,19; 95% Cl: 0,02-1,67) a
vyskyt arytmii (OR 1,25; 95% Cl: 0,36-4,14) nedosahly statistické vyznamnosti. Vzhledem
k nizkému poctu pozorovanych pfipadd nebylo za pomoci PSM analyzy mozno hodnotit vysledky

pro AP, chronické méstnavé selhani; CMP a PAD (Obrazek 7).

Celkova mortalita

Statisticky vyznamny rozdil byl pozorovan také v pripadé celkové mortality (Obrazek 6). Ve
skupiné MTX 1 byly zaznamenany celkem 4 amrti (4,7 %), zatimco ve skupiné MTX 0 bylo umrti 7
(20,0 %). U pacientd ze skupiny MTX 1 tak bylo dosazeno 80 % relativniho snizeni rizika Umrti
v porovnani s pacienty ze skupiny MTX 0 (OR 0,20; p=0,015). Kaplan-Meierova analyza
neprokazala statisticky vyznamny rozdil v pravdépodobnosti preziti mezi sledovanymi skupinami

(Obrazek 8).
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Obrazek 7. Porovnani vyskytu kardiovaskularnich prihod a celkové mortality mezi skupinami
pacientl s revmatoidni artritidou |écenych (MTX 1) a neléenych (MTX 0) pomoci metotrexatu —

adjusted analysis.

PomérEanci (95% CI)

—e— KVO celkem —_—— 0,50 (0,25-1,01)

= |nfarkt myokardu - 0,08 (0,02-0,27)

A 1,25 (0,36-4,14)

=i Arytmie

=4 Nahla srdedni smrt

0,19 (0,02-1,67)
—+— Celkovd mortalita 0,11 (0,04-0,32)
r ¥ r
:l::J 10 20
< >
s MTX lepsi bez MTX lepsi

* hodnoty jsou statisticky vyznamné (P <0,05)

Logisticka regresni analyza po provedeni pro kardiovaskularni onemocnéni a celkovou mortalitu
mezi skupinami pacientl s RA [é¢enych MTX (MTX 1) nebo nelééenych MTX (MTX 0) po adjustaci

na lécbu leflunomidem, beta blokatory a non-TNF a bDMARDs

bDMARDs — biologickd chorobu modifikujici antirevmatika; KVO — kardiovaskuldarni; MTX —

metotrexdt; PSM — propensity score matching; RA — revmatoidni artritida
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Obrazek 8. Kaplan-Meierova analyza pravdépodobnosti preZiti mezi skupinami pacientl

s revmatoidni artritidou lé¢enych (MTX 1) a nelécenych (MTX 0) pomoci metotrexatu.

1.0
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Fezi
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pravdépodobnost p

Kumulativni

on

0 o 100 150 200 250

Cas od zahajeni Ié¢by MTX (mésice)

Pocet v riziku:

Cas (mésice) 0 30 32 86 90 99 146 155 157 160 214
MTX 0 7 6 5 4 3 3 3 2 1 1 0
MTX 1 4 4 4 4 4 3 2 2 1 0 0

MTX —metotrexdat; MTX 1 — pacienti léCeni MTX v Case sbéru dat; MTX 0 — paciento bez lécby MTX

v ¢ase sbéru dat.
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Kardiovaskuldrni rizikové faktory a skérovaci listy pro stanoveni kardiovaskularniho rizika

Vysledky pro vyskyt KV rizikovych faktord a také skérovacich listl pro stanoveni

pravdépodobnosti vyskytu KV onemocnéni detailné zachycuje Tabulka 5.

Statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu KV rizikovych faktorl byl zaznamenan pouze v pfipadé

obou typl diabetu (21,4 % vs. 6,2 %; p=0,011) s vyssim vyskytem ve skupiné pacientd MTX O.

Vyhodnoceni SCORE, ACC/AHA a Reynoldsova skére pro stanoveni pravdépodobnosti vyskytu KV
rizika neprokdzalo vyznamny rozdil mezi studovanymi skupinami (p=0,433, 0,364 a 0,284

v uvedeném poradi).

Tabulka 5. Porovnani vyskytu rizikovych faktord pro kardiovaskularni onemocnéni a skdérovacich
listd pro stanoveni pravdépodobnosti rozvoje kardiovaskularniho onemocnéni u pacient(

s revmatoidni artritidou mezi skupinami pacientl Ié¢enych (MTX 1) a nelééenych (MTX 0) pomoci

metotrexatu.
Vyhodnoceno
pacientd (MTX1; Vsichni pacienti MTX 1 MTX 0 P hodnota
MTX0)
Diabetes mellitus | nebo Il 109 (81;28) 11 (10,1) 5(6,2) 6(21,4) 0,011*
Dyslipidémie 109 (81;28) 49 (45,0) 35 (43,2) 14 (50,0) 0,534
Hypertenze 109 (81;28) 87 (79,8) 66 (81,5) 21 (75,0) 0,461
Hyperurikémie 109 (81;28) 22 (20,2) 15 (18,5) 7 (25,0) 0,461
Dna 109 (81;28) 2(1,8) 2(2,5) 0(0) 0,401
Metabolicky syndrom 100 (74;26) 59 (59,0) 44 (59,5) 15 (57,7) 0,875
SCORE, primér + SD 61 (46;15) 3,10 + 4,92 3,38+5,25 2,30+2,46 0,433
ACC/AHA skére, pramér + SD 81 (64;17) 14,07 £ 12,48 13,48 +11,34 16,54 + 16,42 0,364
Reynoldsovo skére, primér + SD 80 (61;19) 9,35+ 8,29 9,97 +9,41 7,45 +7,85 0,284

* hodnoty jsou statisticky vyznamné (p <0,05)

SD — prumeérna odchylka; MTX 1 — pacienti léCeni MTX v ¢ase sbéru dat; MTX 0 — pacienti bez lécby

MTX v Case sbéru dat.
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4.1.4, Diskuze
Skutecnost, Zze KVO zpUsobuji vyssi morbiditu i mortalitu u pacientd s RA je jednoznacné
pacientd s RA v porovnani sbéznou populaci (2). Nicméné doposud nebylo provedeno

systematické vyhodnoceni vlivu jednotlivych KVO v zavislosti na 1écbé MTX.

Celkem 25 % pacientd z nami studované populace pacientl s RA prodélalo nékteré z KVO (tj. AP,
IM, méstnavé srdecni selhani, arytmie, CMP, PAD nebo nahld srdecni smrt) se statisticky
vyznamné nizsim vyskytem pfihod v MTX 1 skupiné (18,8 %) v porovnani se skupinou MTX 0 (40,0
%) v pripadé crude analyzy (p=0,015) a s jednoznacné naznacenym trendem ve prospéch MTX 1
v pfipadé adjustované analyzy (p=0,054). Tyto vysledky jsou detailné popsany na Obrazku6a7 a
koreluji s vysledky predchozich studii (228-230).

Zajimavé vysledky pfinesla studie CIRT, ktera prokazala, Ze MTX poddvany v nizké davce (tj. 15-
20 mg/tydné) nevykazoval nizsi vyskyt zavainych KV onemocnéni (MACE) rozsifenych o
hospitalizaci pro nestabilni AP vedouci k urgentni revaskularizaci, a to v porovnani s placebem.
Tato dvojité zaslepena studie randomizovala vysoce rizikové pacienty s historii IM nebo
s mnohocetnym postizenim véncitych tepen a DM Il nebo metabolickym syndromem bez
chronického zanétlivého onemocnéni jakym je napriklad RA. MTX v této studii navic neprokazal
snizeni hladin prozanétlivych cytokinG IL-1B, IL-6 ani CRP. Rozdilné vysledky studii s MTX u
pacientl s RA (v€etné vysledkd nasi studie) a vysledkd studie CIRT poukazuji na pfedpoklddanou

heterogenitu jednotlivych zanétlivych onemocnéni.

Vyhodnocenim jednotlivych KVO byl ziskan statisticky vyznamné nizsi vyskyt IM, a to v pripadé
crude i adjustované analyzy, s celkovym poctem 5 pfipadd ve skupiné pacientd MTX 0 a 3
pacientd ve skupiné MTX 1 (p=0,046 pro crude a p <0,001 pro adjustovanou analyzu) a také u
crude analyzy arytmii s vyskytem 10 ve skupiné MTX 0 a 6 pacientl ve skupiné MTX 1 (p=0,003).
Tento statisticky signifikantni vysledek vsak nebyl potvrzen po provedeni PSM analyzy (p=0,356).
Tyto vysledky opét detailné uvadi obrazky 6 a 7. Vyssi vyskyt arytmii (v tomto pripadé fibrilaci

sini) prokazala také retrospektivni observacni studie 774 pacient( s RA z danského registru (231).

vive
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hlavni tlohu hraje chronicky zanétlivy stav typicky pro RA, ktery jednak nepfimo ovliviiuje vyskyt
arytmii prostfednictvim vyssiho vyskytu ICHS a srdecniho selhdni a také pusobi pfimo na srdecni
elektrofyziologické procesy (232). Vyssi vyskyt IM u pacientd s RA potvrzuje celd fada studii (231,
233, 234). Za hlavni pfi¢inu je pak povaZovana akcelerace aterosklerotickych procestli zplisobena

chronickymi zanétlivymi procesy typicky provazejici RA (115).

Porovnanim rizikovych faktord pro rozvoj KVO jsme ziskali statisticky vyznamny rozdil mezi
studovanymi skupinami pacientl pouze v pfipadé DM, a to scelkem 7 (25,0 %) pacienty ze
skupiny MTX 0 a 4 (4,9 %) ze skupiny MTX 1 (p=0,011; Tabulka 5). Ackoli toto porovnani ukazalo
statisticky vyznamny rozdil vyskytu DM, toto onemocnéni by nemélo byt hlavni pfic¢inou
pozorovaného zvyseni KVO u skupiny pacientll MTX 0, jelikoZ hodnoty HbA1lc byly mezi obéma
skupinami porovnatelné (p=0,185), coZ poukazuje na dostate¢nou |é¢bu DM v obou studovanych
skupindch (Tabulka 4). Zadny z pacient(i nebyl Ié¢en pfipravky ze skupiny SGLT-2 inhibitor( ani

GLP-1 agonist(, které by mohly vysledky ovlivnit diky svému prokdazanému vlivu na KV systém.

Na rozdil od vysledk( pro DM, ostatni rizikové faktory (dyslipidémie, hypertenze, hyperurikémie,
dna a metabolicky syndrom) se mezi sledovanymi skupinami neliSily (Tabulka 5). Toto zjisténi
koreluje se soucasnymi poznatky, které ukazuji, Ze 1écba rizikovych faktor(i pro rozvoj KVO u
pacientd s RA neni dostatecna a také stim, Ze v pfipadé RA hraje vyznamnou roli zejména
samotna aktivita onemocnéni (235). Lécba jednotlivych rizikovych faktorl se mezi sledovanymi
skupinami vyznamné neliSila az na |écbu betablokatory (BB), kterymi byli ¢astéji |éCeni pacienti
ze skupiny MTX 0 (p=0,004; Tabulka 3), coz koreluje s vy$sSim vyskytem arytmii u této skupiny

pacientd.

Zadny statisticky vyznamny rozdil nebyl dale vyhodnocen v pfipadé ti riznych KV skérovacich
listd (SCORE, ACC/AHA a Reynoldsovo risk skore) mezi sledovanymi skupinami (Tabulka 5). Toto
zjisténi je v souladu s publikaci Crowson et al. poukazujici na nepresnost odhadu KV rizika dle
v soucasné dobé uzivanych skdrovacich listli u pacientl s RA (236). Ackoli Reynoldsovo skére,
které jako jediné pocitd s markery zanétlivé aktivity (hsCRP), bylo v nasi studii u pacientd
nelééenych MTX alespon numericky zvySeno (p=0,284), nemUZeme na zdkladé tohoto vysledku

potvrdit superioritu tohoto skdrovaciho listu nad ostatnimi. Kromé toho se samotna sérova
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hladina hsCRP nejevi jako dostate¢ny prediktivni faktor rozvoje KVO, a proto by pro presnéjsi

stanoveni KV rizika méla byt hodnocena spiSe celkova aktivita onemocnéni RA (112, 237, 238).

V pfipadé naseho studovaného vzorku, pacienti nelééeni MTX méli statisticky nevyznamné vyssi
zanétlivou aktivitu mérfenou pomoci hsCRP a ESR. Tyto vysledky by ¢asteéné mohly vysvétlovat
vyssi vyskyt KVO a KV rizikovych faktor( u téchto pacientd (239, 240). Nicméné aktivita
onemocnéni stanovend dle DAS28 byla v pripadé nami sledovanych skupin porovnatelnd
(p=0,940). Navic, v podstaté stejné mnozstvi pacientl v obou skupinach (58,6 % vs. 60,0 %)
vykazovalo remisi RA hodnocenou dle EULAR klasifikace (Tabulka 3) (17).

Dle doporuceni EULAR je cilem Ié¢by RA dosazeni remise (DAS28<2,6) nebo alespon nizké aktivity
(DAS28<3,2) onemocnéni. Je-li RA diagnostikovana, |é¢ba pomoci DMARDs by méla byt zahajena
co nejdrive. Prvni linii 1é¢by je podani MTX v monoterapii, pokud neni tento Iék kontraindikovan,
a to snebo i bez soucasné kratkodobé a vysoko-davkové IéCby GLK. V zavislosti na klinické
odpovédi a toleranci [éCby pacientem, ddvka MTX by méla byt rychle titrovana do dosazeni davky
20-30 mg MTX tydné (17). Davka MTX v nasi studii se pohybovala v rozmezi 7,5-15 mg tydné.
Jedna se o davku porovnatelnou s vysledky meta-analyzy, do které byli zafazeni pacienti se
zaCatkem lécby od roku 2002 (148). Od té doby jiz byla prokdzadna ucinnost vyssich tydennich
davek (148, 241, 242). V pripadé kontraindikace MTX by jako alternativni [ék prvni linie mél byt
podan leflunomid pripadné sulfasalazin a to bud v monoterapii nebo v kombinaci. Paklize neni
dosazeno remise nebo alespon nizké aktivity onemocnéni dle kritérii EULAR, je v rozhodovacim
algoritmu pro vedeni dalsi 1é¢by nutno zvaZit pfitomnost nepfiznivych prognostickych faktord.
Lécba pacientll bez pfitomnosti téchto nepriznivych prognostickych faktorl se zaklada na zméné
csDMARD za jiny pfipravek ztéto skupiny v monoterapii nebo v kombinaci. U pacientd
s pritomnosti nepfiznivych prognostickych faktor( je pak doporuceno pridani bDMARD nebo
inhibitoru Janus kindzy k soucasné |écbé. Pokud ani v takovém pfipadé nedojde k dosazeni
léCebného cile, méla by nasledovat zména bDMARD za jiny preparat z této skupiny, a to dokud

neni dosazeno remise nebo alespon nizké aktivity onemocnéni (17).

V nasi studii bylo celkem 35 pacient(, ktefi neuzivali MTX v ¢ase sbéru dat a ani v pfedchozich 3

letech. Toto Cislo koreluje sjiz dfive publikovanymi daty, kterd rikaji, Ze selhani IéCby MTX
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z riznych ddvod( nastava pfriblizné u jedné cCtvrtiny pacientd (243). Nedosahnuti cile 1écby
v ¢asném stadiu onemocnéni a nasledné hledani adekvatné ucinné terapie prodluzuje dobu, po
kterou je pacient vystaven vysSimu pUsobeni zanétlivych procesl, coZz se mlzZe dale projevit
akceleraci aterosklerotickych procest vedoucich k budoucimu rozvoji KVO. Tento predpoklad
Castecné potvrzuje zjisténi, Ze pacienti, u kterych lécba MTX v prvni linii selZze, maji vyznamné

vyssi radiologicky potvrzené poskozeni kloubt (244).

Druhym nejcastéji pouzivanym csDMARD v nasi studii byl leflunomid, ktery byl vyznamné vice
zastoupeny u pacientll ve skupiné MTX 0 (p=0,0001; Tabulka 3). Na jednu stranu lécba
leflunomidem neprokazala zvySeni rizika rozvoje IM, jednoho z hlavnich komponentl pro
vyhodnoceni celkového KV rizika v nasi studii (245). Na druhou stranu vsak byla pozorovana vyssi
tloustka intima-media a prevalence aterosklerotickych plakd u pacient( I1écenych leflunomidem
v porovnani s MTX v davce 20 mg/tydné a vyssi, s biologickou Ié¢bou nebo cyklosporinem (246).
V pripadé arytmii, které byly v nasi studii nejCastéji zastoupenym KVO, nebyla nalezena Zadna

relevantni data spojujici jejich vyskyt ¢i zadvaznost spolu s [é¢bou leflunomidem.

GLK mohou potenciondlné ovlivnit vysledky nasi studie, a to jednak pozitivné svoji silnou
protizdnétlivou aktivitou, jednak také negativné fadou nezadoucich ucink( zahrnujici rizikové
faktory pro rozvoj KVO, mezi které se radi zejména hypertenze a dyslipidémie. Celkovy vliv 1écby
GLK je tak stale nejednoznacny (247). Nicméné celkové mnozstvi pacientl Ié¢enych GLK se v nasi
studii nelisil mezi jednotlivymi skupinami (p=0,393) stejné tak jako jejich davka (p=0,308; Tabulka
3).

Biologicka |écba se uziva v pripadé, kdy se standardni terapii nepodafi dosdhnou remise nebo
alespon nizké aktivity onemocnéni. Zakladnim mechanismem ucéinku bDMARDs je tlumeni
zanétlivé aktivity prostfednictvim inhibice tumor nekrotizujiciho faktoru nebo jinych
prozanétlivych cytokinl (204). Soucdasna data ukazuji, Ze prozanétlivé cytokiny se podileji na
tvorbé a rupture aterosklerotickych plak( (206). RozloZeni |écby bDMARDs v nasi skupiné
nevykazuje statisticky vyznamny rozdil mezi studovanymi skupinami (p=0,069; Tabulka 3).
Nicméné celkovy pocet pacientl na biologické 1é¢bé neni v nasi studii zanedbatelny (25,8 %).

Toto zastoupeni neni dostatecné pro stanoveni Ucinku biologické |écby na rozvoj KVO, ackoli byl
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pozorovan trend naznacujici mozny benefit této |éCby. Pouze 12,9 % pacientll, ktefi uzivali
bDMARDs mélo manifestovano nékteré z KVO v porovnani's 30,4 % zastoupenim KVO u pacientd,
ktefi nebyli Ié¢eni pomoci bDMARDs. Pozitivni vliv biologické 1éCby, zejména inhibitord TNF, na
riziko rozvoje KVO naznacuji i data z dfive publikovanych studii, ktera zaroven poukazuji na
vyhody vcasného zahajeni lécby bDMARDs (208, 209). V porovnani s monoterapii se pak
s vwvhodou stran redukce rizika KVO jevi kombinacni Ié¢ba csDMARDs spolu s bDMARDs (211,
212).

Biologicka |écba, podobné jako lécba ostatnimi csDMARDs, vykazuje silnou protizanétlivou
ucinnost, a to jak v monoterapii, tak také v ramci kombinacni 1éCby, nicméné vysledky nasi studie
naznacuji, Ze pacienti vice profituji z |éCby MTX, co se KVO tyka. Zda se, Ze subklinicky rozvoj
aterosklerdzy, ktery zacina jesté pfed samotnym rozvojem RA, spolu s delSim ¢asovym uUsekem
nezbytnym k dosazeni remise nebo alespon nizké aktivity onemocnéni, hraje vyznamnou roli
v pfipadé KV morbidity (17, 248, 249). Navic nizsi aktivita RA, které je dosaZzeno rychleji v pfipadé
pacientd reagujicich na Iécbu MTX, zlepsuje endotelialni dysfunkci (250). Vazbou adenosinu, do
jehoZz metabolickych cest MTX vyznamné zasahuje, na jeho receptory pfitomné v cévnich sténdach
dochazi navic k pfimému vasodilatacnimu efektu. Vyssi hladiny adenosinu pfitomné u [éCby MTX
zpUsobuji také upregulaci effluxnich transportnich proteinl pro cholesterol. Kvali tomu dochazi
k transportu cholesterolu z periferie do jater, coz mda za nasledek mimo jiné snizeni tvorby

pénovych bunék a tim i rizika rozvoje KVO (251).

Zavéry predkladané studie je tfeba vnimat s jistymi omezenimi. Zaprvé, ve studii byl zarazen
limitovany pocet ucastnikl, ktefi pochazeji z jedné geografické oblasti a vsichni byli 1éCeni ve
stejné nemocnici. PfestozZe se o Ié¢bu pacient(l se staralo 7 I1ékafu, nelze vyloucit potencidlni vliv
této regionalni povahy studie. Zadruhé, zakladni charakteristiky vSech pacientli nebylo mozné
dohledat, protoZe Udaje byly ziskany z jejich lékarskych zaznamu, které v nékterych pripadech
nebyly Uplné. Abychom minimalizovali pocet takovychto chybéjicich hodnot, pozadali jsme
pacienty, aby vyplnili dotaznik (napt. o soucasné farmakoterapii) pfi jejich pravidelné navstévée
revmatologa. Za treti, vzhledem k retrospektivni povaze dat mohlo dojit v pribéhu ¢asu ke zméné
nékterych faktorl a ty mohly nasledné ovlivnit sledované cile nasi studie. Jedna se napfiklad o
zmény v medikaci s prokazanym efektem na KVO, aktivitu RA a fyzickou aktivitu pacient(l. Dale
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se jednalo o prarezovou studii, nevime tedy, kdy doslo k vyskytu KV epizody. Tyto udalosti ve
skupiné MTX 0 se mohly vyskytnout v dobé predchoziho uzivani MTX nebo v kratké dobé po jeho
vysazeni. K odstranéni tohoto faktoru je nutné budouci provedeni prospektivni studie. Zactvrté,
vysledky nasi studie mohou byt ovlivnény zavadéjicimi faktory. K minimalizaci vlivu tohoto bias
jsme pouzili statistickou metodu PSM pro proménné se statisticky signifikantnim rozdilem

vstupnich charakteristik pozorovaném v Tabulce 3.

4.1.5. Zaveér
V zavislosti na sou¢asnych doporucenich tvofi kontrola KV rizikovych faktor( a ovlivnéni aktivity
onemocnéni RA ve smyslu dlouhodobého dosaZzeni remise dva zasadni pilite vredukci KV
morbidity a mortality u téchto pacient(l. Data z nasi studie prokazuji vyssi riziko rozvoje KVO a
celkové mortality u pacient kterym byla ukoncena Ié¢ba MTX v porovnani s témi, ktefi MTX
uzivali v obdobi sbéru dat. Data z nasi studie podporuji sou¢asna doporuceni EULAR pro vyuZziti
MTX jako léku prvni linie. V klinické praxi vSak ¢ast pacientld neni pomoci MTX lé¢ena. Jedna se o
pacienty s kontraindikacemi MTX, o pacienty, u kterych se rozvinou nezadouci Ucinky pfi lécbé
MTX a v neposledni fadé o pacienty, u kterych byl MTX vysazen z dlivodu nedostatecné ucinnosti.
Vysledky nasi studie poukazuji na fakt, Ze 1é¢ba MTX by neméla byt u pacientl s RA prerusena
bez objektivniho ddvodu. V pfipadé, Ze 1é¢ba MTX musi byt ukonéena (vyskyt NU, nedosazeni
adekvatni odpovédi na lécbu), doporucujeme dikladnou kontrolu KVO. Z divodu limitovaného
poctu pacientd v nasi studii jsou pro potvrzeni efektu |écby MTX v rdmci prevence rozvoje KVO

nezbytné dalsi, randomizované studie.
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4.2 Vliv pfijmu kofeinu a rozdilnych genotypl adenosinového receptoru
ADORAZ2A u pacientl s revmatoidni artritidou

4.2.1. Cil prace
Piti kdvy a jinych ndpoju s obsahem kofeinu (antagonistou adenosinovych receptori) patfi stale
mezi celospolecensky oblibenou ¢innost a nejinak tomu je v pfipadé pacientd s RA. Zapojeni
adenosinovych receptor( u chronickych, zanétlivych, revmatickych onemocnéni publikoval ve
své praci Ranavi et al. Protizanétlivy ucinek adenosinu je dan jeho vazbou na jednotlivé subtypy
téchto receptort (A1, A2A, A2B a A3). V pfipadé pacientld s RA hraje zdsadni roli aktivace A2A a
A3 (252). Spojeni vysokého prijmu kofeinu pak bylo diskutovano v souvislosti se zvySenym rizikem
rozvoje RA (5). Podani kofeinu a teofylinu navic prokazalo efektivni a neselektivni blokadu ucinku

MTX (253, 254).

Cilem této prace je stanovit kvantitativni vliv pfijmu kofeinu na terapeuticky efekt |écby MTX a
nasledné tak na aktivitu RA, méfenou pomoci DAS 28, v zdvislosti na bodovych mutacich
(rs2298383, rs3761422, rs2267076, rs2236624) pro adenosinovy receptor ADORA2A u pacientd
s RA. Tyto konkrétni bodové mutace byly vybrany na zakladé dat publikovanych v praci Hidera et

al v roce 2008 (103).

4.2.2. Metodika
Byla provedena monocentricka, regionalni, prarezova studie s celkovym poctem 185 dospélych
pacientl kavkazské populace IéCenych na Il. interni gastroenterologické klinice Lékarské fakulty
a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Vsichni pacienti ve studii splfiovali kritéria pro stanoveni
RA dle Americké revmatologické asociace z roku 1987 (16). Studie byla schvalena etickou komisi
Univerzitni nemocnice v Hradci Kralové a byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci

1975/83. Pfed zafazenim od studie vSichni pacienti podepsali informovany souhlas.

Prijem kofeinu byl u kazdého pacienta stanoven na zakladé vyplnéného dotazniku na zacatku
studie. Kofein je béZné obsazen v kavé, caji, v riznych kolovych napojich, energetickych napojich,
kakau, ale také ¢okoladé; vSechny tyto zdroje kofeinu byly zafazeny do vyhodnoceni. V pfipadé
kavy byla dale hodnocena jeji sila. U ostatnich produktd pak bylo mnozstvi kofeinu hodnoceno

na zakladé informaci o jeho obsahu vyzna¢eném na obalu.
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Jeden standardni Salek kavy (150 ml) obsahuje pfiblizné 100 mg kofeinu; stejny objem ¢aje mlze
obsahovat kofeinu pfiblizné 50 mg (255). Vzhledem k tomu, Ze byl prokazan rozdil mezi ptrijmem
kavy o vikendu a zbytkem tydne, byl v nasi studii pro ziskani presnéji vypovidajici hodnoty pouzit
pramérny prijem kofeinu za cely tyden (256). Pacienti ve studii byli rozdéleni do dvou skupin na
zakladé tydenniho pfijmu kofeinu. Prahovd hodnota pro rozdéleni byla vypoctena dle vzorce:

(7dni) x (100 mg kofeinu za den) = 700 mg/tyden (Tabulka 6).

Spolehlivé a uplné udaje o prijmu kofeinu byly ziskany od 82 pacientl s RA, kteti byli é¢eni MTX
po dobu minimalné 6 mésicl. Vsech 85 pacientll bylo MTX léeno budto v ¢ase sbéru dat do
studie, nebo béhem predchozich dvou let. MTX byl uzivan v peroralni formé v monoterapii nebo
v kombinované |écbé s jinymi DMARDs. Folatovou suplementaci uzivali vSichni pacienti, a to ve

formé 20 mg kyseliny listové ndsledujici den po uziti MTX.

Ve sledovaném obdobi byla primérna davka MTX 11,543 mg tydné; 39 pacientl bylo |éceno MTX
v kombinaci s jinym csDMARDs nebo bDMARDs; zbytek pacientd uzival MTX v monoterapii nebo
v kombinaci s GLK. Kombinacni léCba se skladala ze sulfasalazinu (n=11), leflunomidu (n=7),
hydroxychlorochinu (n=12), cyklosporinu (n=6), biologické |éCby (n=7), pfipadné GLK (n=56).
Trojkombinace MTX, sulfasalazinu a hydroxychlorochinu byla pfitomna u 4 pacientl. Zmény
v |écbé béhem 6mésicniho sledovani byly indikovany dle klinické odpovédi kazdého pacienta a
v zavislosti na posouzeni odetfujiciho revmatologa. Zadny z pacientd zafazenych do studie
neuzival teofylin. Pacienti, ktefi prerusili Ié¢bu MTX béhem 6mési¢niho sledovaciho obdobi, byli

ze studie vylouceni (n=5).

Odpovéd na lécbu byla hodnocena za vyuziti DAS28 skérovaciho systému, a to na zacatku MTX
|écby, prospektivné v dobé zarazeni do studie nebo retrospektivné z lékarské dokumentace (v
pripadé pacientld s léébou MTX v historii), a dale po 6 mésicich l1é¢by. Pro vypocet DAS28 byla
kromé poctu oteklych a bolestivych kloubl pouZita ESR (257, 258). Aktivita onemocnéni byla
definovana dle EULAR kritérii ndsledovné: DAS28 < 2,6 remise; > 2,6 a < 3,2 nizka aktivita; > 3,2 a
< 5,1, stredni aktivita; > 5,1, vysoka aktivita (6). Pacienti byli v nasi studii dichotomizovani dle
doporucené strategie ,lécby k cili na pacienty, ktefi dosahli remise nebo alespon nizké aktivity

onemocnéni, oproti pacientiim, ktefi vykazovali stfedni nebo zavaznou aktivitu onemocnéni.
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Odpovéd na Iécbu MTX byla dale stanovena zménou DAS28 (ADAS28). ADAS28 charakterizuje
zménu DAS28 na zacatku lécby MTX porovndnim s hodnotu DAS28 po Sesti mésicich [éCby.
ADAS28 byl méren u vsech pacientl. Vysledky zaporné hodnoty ADAS28 poukazujici na zadny

ucinek 1é¢by MTX byly nastaveny jako nula.

Na zakladé literarnich zdroja byly vybrany potencialni prediktory pro dosazeni odpovédi na lécbu
MTX (259). Mezi tyto prediktory se radi vék, pohlavi, status koureni cigaret, status pozitivity RF,
status pozitivity aCCP, status pozitivity ANA, hodnoty CRP, hodnoty ESR a lécba

dalsim/prfedchozim DMARD. Data byla zaznamendna na zacatku |écby MTX.

Pro vyhodnoceni CRP (normalni rozmezi 0-5 mg / I) byla pouZita turbidimetrie (pomoci soupravy
Roche Diagnostics Modular Analyzer Kit). K stanoveni aCCP byla provedena analyza ELISA s
pouZitim komeréné dostupné soupravy Immunoscan (Euro-Diagnostica, Svédsko). Hladina RF

byla detekovana pomoci souprav ELISA Rheumatoid Factor 1gG, IgA a IgM (Orgentec, Némecko).
Genotypizace

Genomicka DNA byla extrahovana z periferni krve pomoci QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Némecko). Genotypizace byla provdadéna pomoci kvantitativni PCR s alelickou diskriminaci za
pouziti komercénich testd TagMan (alela-specifickych) (Life Technologies, USA): C_16189248 10
(ADORA2A, rs2298383), C_2446666_20 (ADORA2A, rs3761422), C_2446667_1 (ADORA2A,
rs2267076), C_15954834 20 (ADORA2A, rs2236624). Pro testované SNP byly ziskany vysoce

kvalitni udaje v pripadé vsech odebranych vzorka.
Statisticka analyza

Univariacni logisticka regresni analyza byla pouZita pro dichotomizovany vysledek méreni
ADAS28 podle mnozstvi pravidelného pfijmu kofeinu. Proménna ADAS28 byla dichotomizovana
s pouzitim medianu jako mezni hodnoty. ADAS28 mezi genotypy byla vyjadiena s pouzitim
dominantniho modelu pfedpokladajiciho dominantni Ucinek minoritni alely (nejméné béind
alela): (mm + mw) versus ww; alela divokého typu (w), minoritni alela (m) a recesivni model mm
versus (mw + ww) a mw vs. (mm + ww). Vysledky jsou vyjadieny jako pomér Sanci (OR) s 95%

intervalem spolehlivosti (95% Cl); p-hodnota byla vyjadiena jako pomér pravdépodobnosti. V
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nékterych testech byl pocet vzork( s urcitym genotypem a konkrétnim vysledkem pfilis nizky na
provedeni smysluplné logistické regresni analyzy; v tomto pripadé je pouZzito oznaceni pro OR a
95% Cl: 0 (0-0). Rozdily mezi skupinami s nizkym a vysokym mnozstvim pravidelného pfijmu
kofeinu byly vyvhodnoceny pomoci Mann-Whitney U testu pro kontinualni nezavislé proménné a
Pearsonova chi-kvadrat testu pro dichotomické nezavislé proménné. Hodnota p <0,05 byla
povaZovana za statisticky vyznamnou. VSechny statistické analyzy byly provedeny pomoci
statistického balicku SPSS verze 16 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Pro vypocet statistické sily (chyba
B 1. rfadu) byl pouzit software G-POWER. Vypocet hodnot vazebné nerovnovahy (Linkage

disequilibrium; LD) byl proveden pomoci Haploview verze 4.2 (260).

4.2.3. Vysledky
Témér uplna LD mezi sledovanymi SNPs vedla k identifikaci hlavnich skupin pacient( se stejnymi
genotypovymi kombinacemi. Pfedmétem sledovani bylo, zda se pomér mezi po¢tem pacientl s
vysokym a nizkym prijmem kavy v téchto skupinach lisi. Dale bylo analyzovano, zda existuji rozdily
v hodnotach DAS28 pred |écbou a také v ADASS28 béhem nebo po skonceni léCby: a) mezi
skupinami pacientd s vysokym a nizkym pfijmem kavy, b) mezi viemi pacienty — pfi srovnavani
skupin mezi sebou, c) mezi pacienty s vysokym prijmem kavy — pfi srovnavani skupin mezi sebou,

d) mezi pacienty s nizkym pfijmem kavy — pfi srovndvani skupin mezi sebou.

Podobna analyza byla provedena také u pacientll rozdélenych pouze podle genotypl pro
jednotlivé SNP. Toto déleni vedlo k vétSim skupinam pacientd, a bylo tak mozné urcit statistickou
vyznamnost pozorovanych rozdil(i. Nasledna zpétna analyza poskytla cenné poznatky. Konkrétné
to, zda se liSil pomér mezi poctem pacientli s vysokym a nizkym pfijmem kavy v jednotlivych
skupinach. Ddle bylo analyzovano, zda existuji rozdily v hodnotach DAS28 pred |écbou a také v
ADASS28 béhem nebo po skonceni lécby: a) mezi skupinami pacientl s vysokym a nizkym
prijmem kavy, b) mezi viemi pacienty — pfi srovnavani skupin mezi sebou, c) mezi pacienty s
vysokym prijmem kavy — pti srovnavani skupin mezi sebou, d) mezi pacienty s nizkym pfijmem

kavy — pfi srovnavani skupin mezi sebou.

Klinické udaje byly k dispozici u 82 pacientl s prdmérnym vékem 46,6 let (18—77 let). Muzi tvorili

26,8 % (n = 22). Podrobné demografické charakteristiky pacientl jsou uvedeny v Tabulce 6.
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Rozdéleni pacientd do skupin dle pfijmu kofeinu

Celkem 82 pacientll s RA bylo rozdéleno do skupin na zakladé ptijmu kofeinu (Tabulka 6).
Identifikovano bylo 59 pacientl (72,0 %) s vyssim prijmem kofeinu (= 700 mg tydné) a 23 (28,0
%) pacientl s nizSim pfijmem kofeinu (< 700 mg tydné). Potencionalni prediktory pro ovlivnéni
odpovédi na lécbu MTX stejné jako soubéina lécba jinymi DMARDs se mezi sledovanymi

skupinami prakticky nelisi (Tabulka 6).

Pramérna aktivita onemocnéni dosahovala u pacientl pred zahajenim |écby MTX v obou
skupinach stejné hodnoty (DAS28 = 4,5). Odpovéd na IéCbu byla vyssi u pacientl s nizsim prijmem
kofeinu (ADAS28 = 1,8), ktefi tak v priméru dosahovali remise onemocnéni (DAS28 = 2,7 po 6
mésicich 1écby). Pacienti s vySsSim pfijmem kofeinu reagovali na lécbu méné (ADAS28 = 1,2) a
v priméru tak dosahli na spodni hranici uréujici mirnou aktivitu onemocnéni (DAS28 = 3,2). Zadny
z vySe uvedenych rozdild nebyl vyznamny, nicméné jisty trend je naznaden mezi obéma

skupinami v DAS28 po |écbé MTX (P = 0,165, viz Tabulka 6).
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Tabulka 6. Demograficka a klinicka charakteristika pacient s revmatoidni artritidou ve vztahu
k odhadovanému pfijmu kofeinu: porovnani odpovédi na lécbu metotrexatem (méreno dle

DAS28) mezi sledovanymi skupinami.

Vsichni pacienti Prijem kofeinu Prijem kofeinu P-hodnota
n=82 i i L -
2700mg/tydné <700mg/tydné nizky vs. vysoky pfijem
kofeinu*
n=59 n=23
Vék (roky), prdmér + SD 46,6 + 14,2 46,3+ 13,4 47,5+ 16,4 0,808
Muiské pohlavi, n (%) 22 (26,8) 13(22) 9(39,1) 0,116
Vék v ¢ase zahajeni MTX lécby (roky),
52,5+12,7 52,3+11,6 52,8 + 15,4 0,649

pramér = SD
RF pozitivita, n (%) 46/78 (59) 35 /55 (63,3) 11/22 (47,8) 0,196
ANA porzitivita, n (%) 45/72 (62,5) 32/51(62,7) 13/21 (61,9) 0,947
aCCP potzitivita, n (%) 44/61 (72,1) 30/41(73,2) 14/20 (70) 0,795
MTX monoterapie, n (%), (s vyjimkou

43 (53) 30 (50,8) 13 (56,5) 0,414
glukokortikoidu)
MTX davka/tyden (mg), primér + SD 11,5+3 11,4+2,8 11,8+3,4 0,788
Nekufaci, n (%) 71 (86,6) 51 (86,4) 20 (87) 0,951
DAS28 pied MTX

45+15 4,5+1,4 4,5+1,6 0,938
priamér = SD
ADAS28 primér + SD 1,4+1,6 1,2+1,6 1,8+1,6 0,314
DAS28 po MTX

3,1+1,4 3,2+1,5 2,7+1,2 0,165

prdmér = SD

* Mezni hodnota pfijmu kofeinu pro rozdéleni do skupin 700 mg/tydné

SD — priimérna odchylka; MTX — metotrexdt; RF-revmatoidni faktor; aCCP — protildatky proti citrulinovym proteiniim;

ANA — antinukledrni protildtky; DAS 28 — aktivita onemocnéni.
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Rozdéleni pacientd dle genotypu

V pfipadé SNPs pro adenosinovy receptor ADORA2A (rs2298383, rs3761422, rs2267076 a
rs2236624) byla zjisténa LD, detailnéji popsana na Obrazku 7. Témér uplna LD byla pozorovana u
tfi ze Ctyf SNPs—pouze v pfipadé rs2298383 dosahovala LD nizSich hodnot. Nami ziskané hodnoty

YT

Hardy-Weinbergoveé rovnovaze.

Obrazek 9. Graf vazebné nerovnovahy pro bodové mutace rs2298383, rs3761422, rs2267076 a
rs2236624 adenosinového receptoru ADORA2A.
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Leva cast obrdzku zobrazuje vazebnou nerovnovdhu (LD) vyhodnocenou za vyuZiti metody D-
statistiky, zatimco pravd &dst zobrazuje odpovidajici vyhodnoceni pomoci statistické metody (R?).
Odstiny sedé/Ciselné hodnoty v jednotlivych ctvercich reprezentuji velikost LD (tmavsi odstin/vyssi

Ciselnd hodnota oznacuji vyssi LD a ¢erné/bilé ctverce oznacuji kompletni LD.
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Rozdéleni pacientd dle kombinace genotyp( SNP

Nasledujici analyza zachycuje kombinace ctyfi SNPs pro adenosinovy receptor ADORA2A.
V pripadé kazdé SNP se mohou vyskytnou tti genotypy: CC=0, CT=1, TT=2. Matematicky tak
muZeme ziskat aZz 3x3x3x3=81 mozZnych kombinaci. UvaZzime-li celkovy pocet pacient(i zafazenych
do studie (n=82), tak teoreticky az na dva pacienty mlzZe mit kazdy svou vlastni kombinaci
genotypl SNP. Pfirozeny geneticky vliv zahrnujici LD mezi pary jednotlivych SNPs (viz vyse)

nicméné ukazuje, Ze celkové mnoZstvi kombinaci genotypt SNP mUzZe byt vyrazné niZsi.

Tuto skutecCnost zobrazuje Tabulka 7. VétSina pacientl (71 z 82, tj. 86,6 %) patfi do jedné z
pouhych Sesti zdkladnich skupin vytvofenych na zakladé kombinace ctyf genotypl SNP:
kombinace 1111 obsahuje celkem 24 pacientl, 7 s nizkym pfijmem a 17 s vysokym pfijmem
kofeinu (24-7-17); 0000 (13-2-11); 2222 (2-2-0); 2000 (15-4-11); 1110 (11-3-8); a 1100 (6-2-4).
Zbyvajicich 11-3-8 pacientd, ktefi maji rizné kombinace mensinovych SNP, tvofi sedmou skupinu

oznacenou XXXX.

Porovnanim studovanych skupin dle pfijmu kofeinu byla témér u vsech s vysokym pfijmem
pozorovana vyssi aktivita onemocnéni nez u pacient(l s pfijmem nizsim. Jedinou vyjimkou je mala
skupina 2222, kde oba pacienti deklarovali nizsi pfijem kofeinu. Pomér mezi po¢tem pacientl s
nizkym a vysokym pfijmem kofeinu pfriblizné koreluje s poctem T alel (tj. extrémni hodnoty 2/11
=0,18 a 2/0 v ptipadé skupin 0000 a 2222 a stfedni hodnoty pro zbyvajici skupiny, konkrétné 0,41
1111, 0,36 2000, 0,37 1110 a 0,5 1100).

Tabulka 7 dale obsahuje hodnoty DAS28 pred, ADAS28 a DAS28 po [écbé MTX u vySe uvedenych
7 skupin pacientt dle SNP (tj. 1111, 0000, 2222, 2000, 1110, 1100, XXXX), které se dale déli dle
tydenniho pfijmu kofeinu. Extrémni hodnoty DAS28 jsou v Tabulce 7 zvyraznény zmeénou
s kurzivou, zatimco nejvy$si hodnoty vyznaduje samotné tucné pismo. V heterogenni XXXX
skupiné byly pfitomny tfi extrémni hodnoty. Dvé extrémni hodnoty byly zaznamenany pro
skupiny 1111, 0000 a 1100. Jedna extrémni hodnota pro skupinu 2000 a jedna extrémni hodnota
pro skupinu 2222. Nejvétsi zastoupeni extrémnich hodnot se pak vyskytuje ve skupiné 1110 (7

z 9 moznych). Kromé nejvyssiho zastoupeni extrémnich hodnot byl v této skupiné také pozorovan
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vyrazné negativni dopad vyssiho prijmu kofeinu. Dvé pacientky s nizkym prijmem kofeinu mély

pred lécbou MTX nizkou aktivitu onemocnéni (DAS28 = 2,89 a 2,04) a po lécbé zUstaly stabilni

nebo se jesté dale zlepsily (DAS28 = 2,97 a 1,3). Jeden muzsky pacient s nizkym prijmem kofeinu

s iniciaénim DAS28 = 3,9 kon¢i s DAS28 = 2,23. Naopak 5 pacientek s vysokou spotfebou kofeinu

mélo velmi vysoké hodnoty DAS28 (prlimér 5,79), které zlstaly vysoké i po |écbé MTX (4,06). Tri

pacientky s vysokou spotiebou kofeinu zacaly lécbu MTX s vysokym primérem DAS28 = 4 a

dokonce u nich doslo k zhorseni (DAS = 4,79).

Tabulka 7. Efekt 1é¢by metotrexatem na aktivitu onemocnéni revmatoidni artritidou v zavislosti

na odhadovaném pfijmu kofeinu a kombinaci genotypll adenosinového receptoru ADORA2A.

Pro kazdou bodovou mutaci rs2298383, rs3761422, rs2267076 a rs2236624 (oznacené Cisly pro

jednotlivy genotyp v tomto poradi) se vyskytuji tfi mozné genotypy: CC=0, CT=1, TT=2.

Vsichni pacienti

PFijem kofeinu

PFijem kofeinu

<700mg/tyden 2700mg/tyden

o S e S350 | SR [ [580n | 280 | n [te
1.1.11 24=7+17 4,46 1,54 2,92 4,04 1,28 2,76 4,64 1,65 2,99
0.0.0.0 13=2+11 4,30 1,11 3,18 6,00 3,18 2,82 3,99 0,74 3,25
2.2.2.2 2=2+0 3,98 1,39 2,59 3,98 1,39 2,59 - - -

2.0.0.0 15=4+11 4,61 1,46 3,16 511 1,67 3,45 4,43 1,38 3,05
1.1.1.0 11=3+8 4,53 0,78 3,74 2,94 0,78 2,17 5,11 0,79 4,33
1.1.0.0 6=2+4 3,92 0,98 2,94 3,87 1,43 2,44 3,95 0,76 3,19
XXXX 11=3+8 4,84 1,95 2,89 5,95 3,44 2,51 4,42 1,39 3,03

SNP — bodové mutace; MTX — metotrexdt; DAS28 — aktivita onemocnéni; ADAS28 — zména aktivity

onemocnéni po lécbé MTX.
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Rozdéleni pacientd na zakladé genotyp( pro jednotlivé SNPs

Pocet pacient( s nizsSim pFijmem kofeinu je ve vySe uvedenych skupinach pfilis maly na to, aby
bylo mozné posoudit, zda pozorované rozdily v hodnotach DAS28 (at uz mezi skupinami nebo pfi
porovnani pacientli s vysokym a nizkym pfijmem kofeinu v jednotlivych skupindch) dosahuji

statistické vyznamnosti.

Z tohoto ddvodu jsme na misto rozdéleni pacientl podle rliznych kombinaci genotyp( SNP a
pfijmu kofeinu (coZ ma za nasledek 7x2 = 14 skupin) zde zvolili rozdéleni podle genotypl
jednotlivych SNP (tj. CC, CT a TT) a podle pfijmu kofeinu, coZz vede pouze k vytvoreni 3x2 = 6
skupin s vyrazné vyssim poctem pacienttd (Tabulky 8, 9, 10).

Porovnani poctu pacient( s nizsim a vyssim prijmem kofeinu v jednotlivych skupinach genotypu
(ADORA2A rs2298383 CC 3/14=0,21-CT 12/30=0,4 - TT 8/15 = 0,53; ADORA2A rs3761422 CC
7/24=0,29-CT 12/30=0,4-TT 4/5=0,8; ADORA2A rs2267076 CC 8/27 =0,3-CT 11/28 = 0,39
-TT4 / 4 = 1,00; ADORA2A rs2236624 CC12 /37 =0,32 -CT 9/21 =0,43 -TT2 / 1 = 2). Tato
skutecnost muze souviset se zvySenym rizikem nezadoucich ucink( lé¢by MTX u pacientl s TT

genotypy, které zjistili Hider et al. (103).

Dale byl studovan stav aktivity onemocnéni dle DAS28 u pacientl (sefazenych podle genotypl
jednotlivych SNP a pfijmu kofeinu): pred |écbou MTX (Tabulky 8, 11), po [écbé MTX (Tabulky 10,
13) a také zména aktivity onemocnéni / reakce na lécbu MTX (ADAS28) (Tabulky 9, 12). Pfesnéji
byl vliv ptijmu kofeinu hodnocen u skupin pacientl se stejnymi genotypy (Tabulky 8, 9, 10;
nasledujici odstavce al-a3) a také byla ve skupinach pacientl se stejnym prijmem kofeinu
analyzovana asociace rliznych genotypu s Ucinnosti MTX pomoci smisenych model(. Hodnoceny
tak byly nejen ,,dominantni“ (tj. CC vs. (CT + TT)) a ,recesivni“ (tj. TT vs. (CT + CC)) modely, ale
zohlednén byl rovnéz model CT vs. (CC + TT) (Tabulka 11, 12, 13; nésledujici odstavce b1-b3).
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al) Porovnani hodnot DAS 28 pred zahajenim |écby MTX ve skupinach s identickymi genotypy a

rozdilnym pfijmem kofeinu

Pramérné hodnoty DAS28 u obou sledovanych skupin pacientl (tj. pacienti s nizkym pfijmem
kofeinu a pacienti s vysokym pfijmem kofeinu), stejné jako pro souhrn viech pacient( zafazenych
do studie, dosahly ponékud prekvapivé stejného vysledku (DAS28 = 4,5; Tabulka 6) a to i pres to,
Ze tyto prameéry byly pocitany z vyrazné rozdilnych hodnot DAS28 u skupin pacientl rozdélenych
na zakladé jednotlivych genotypl (Tabulka 11). Tyto rozdily jsou vice vyjadieny ve skupiné
pacientd s nizkym prijmem kofeinu, coZ vSak mGze byt ¢astecné zplisobeno nizsim poctem téchto

pacientu ve studii.

Zajimavé je, Ze stejny vzorec stridani nizsSich a vyssich hodnot DAS28 byl nalezen témér pro
vSechny sledované SNPs. Numericky nizsi hodnoty DAS28 vykazuji pacienti s genotypy CCa TT
s vySSim prijmem kofeinu (kromeé rs2236624) a pacienti s genotypem CT a niz$im pfijmem kofeinu
(Tabulka 11). Lze tedy konstatovat, Ze aZ na jednu vyjimku jsou hodnoty DAS28 pied Ié¢bou MTX

vyssi u homozygotU s nizkym prijmem a u heterozygotu s vyssim prijmem kofeinu.

Porovnanim skupin pacient( dle pfijmu kofeinu a jednotlivych SNPs byl pozorovan opacny trend
se statisticky vyznamnymi rozdily pro CT heterozygoty v pfipadé ADORA2A rs2298383 (OR 5,0;
95% Cl, 1,13-22,05, p=0,03); ADORA2A rs3761422 (OR 5,0; 95% Cl, 1,13-22,05, p=0,03) a
ADORA2A rs2267076 (OR 6,94; 95% Cl, 1,29-37,49, p=0,02) (Tabulka 8).

Podivame-li se vSak na pocet pacientl v Tabulce 7, zjistime, Ze heterozygotni pacienti jsou ve
skutecnosti generovani hlavné ze skupiny 1111 (tj. CT-CT-CT-CT) s 24 pacienty (s druhou nejvyssi
pocatecni hodnotou DAS28 4,64) a's 11 pacienty ze skupiny 1110 (s extrémni pocatecni hodnotou
DAS28 5,11 - viz Tabulka 7). S ohledem na tuto skutecnost je moziné tfi ziskané, statisticky

vyznamné vysledky uvedené vyse, povazovat za jediny vyznamny vysledek.
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Tabulka 8. Aktivita onemocnéni dle DAS28 pred zahajenim |é¢by metotrexatem —porovnani dvou

skupin pacient( s revmatoidni artritidou a s rozdilnym ptijmem kofeinu a identickymi genotypy.

DAS28 primér + SD (n)

DAS28 primér  SD (n)

Genotypy Pfijem kofeinu PFijem kofeinu OR (95% Cl) p-hodnota
>700mg/tyden <700mg/tyden
ADORAZ2A rs2298383
cc 4,0+1,6(14) 6,0£0,3(3) 0(0-0) 1,0
cT 4,7+1,3 (30) 3,741,5(12) 5,00 (1,13-22,05) 0,03*
1Nl 4,4+1,3 (15) 50+1,5(8) 1,33 (0,17-10,25) 0,78
ADORA2A rs3761422
cc 4,3+1,6(24) 54+1,2(7) 0,40 (0,04-4,01) 0,44
cT 4,6 +1,4(30) 3,7+1,5(12) 5,00 (1,13-22,05) 0,03*
T 4,5+0,6 (5) 51+1,8(4) 0(0-0) 1,0
ADORA2A rs2267076
cc 4,2+1,6(27) 50+1,4(8) 0,67 (0,11-3,99) 0,66
cT 4,7+1,2 (28) 3,9+1,6(11) 6,94 (1,29-37,49) 0,02*
T 4,4 +0,6 (4) 51+1,8(4) 0(0-0) 1,0
ADORA2A rs2236624
cc 4,4+1,6(37) 4,6 +1,6 (12) 1,56 (0,38-6,41) 0,54
cT 4,6+1,0(21) 4,4+1,7(9) 3,00 (0,47-19,04) 0,24
T 52+0(1) 4,0+2,0(2) 0(0-0) 1,0

* hodnoty jsou statisticky vyznamné (p <0,05)

ADORA2A —adenosinovy receptor A2a; DAS28 — aktivita onemocnéni
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a2) Porovnani hodnot ADAS28 ve skupindch pacientll s identickymi genotypy a rozdilnym

pfijmem kofeinu

V pripadé prijmu kofeinu <700mg/tyden vykazovala uc¢innost MTX (kvantifikovana pomoci
ADAS28 po 6 mésicich 1éCby) stejny vzorec stridani nizsich a vyssich hodnot pro témér vsechny
SNP — s vyjimkou rs2236624 (Tabulka 9). V této skupiné pacientl byla dale patrna lepsi odezva na
lécbu MTX u homozygotnich genotypld CC a TT. Tento vysledek je opét viceméné disledkem
slouceni velkych skupin pacient 1111 a 1110 s mensimi skupinami zbyvajicich pacientl. VSechny

rozdily v Tabulce 9 jsou statisticky nevyznamné.
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Tabulka 9. Zména v aktivité onemocnéni DAS 28 (ADAS28) po |écbé metotrexdtem — porovnani

mezi skupinami pacientl s revmatoidni artritidou a s rozdilnym ptijmem kofeinu a identickymi

genotypy.
ADAS28 primér £ SD (n) ADAS28 primér £ SD (n)
Ptijem kofeinu Ptijem kofeinu
Genotypy OR (95% Cl), p-value
>700mg/tyden DAS28 <700mg/tyden DAS28
ADORA2A rs2298383
cc 0,6 £1,4(14) 3,7+£1,0(3) 0(0-0),1.0
cT 1,3+1,8(30) 1,2+1,0(12) 1,83 (0,47-7,10), 0,38
T 1,6 +1,1(15) 1,9+2,0(8) 2,00 (0,35-11,54), 0,44
ADORAZ2A rs3761422
cc 1,1+1,3(24) 2,0£1,6(7) 0,63 (0,12-3,47), 0,60
cT 1,3+1,8(30) 1,2+1,0(12) 1,60 (0,41-6,19), 0,50
T 1,3+1,4(5) 3,0£2,7(4) 0,50 (0,03-8,95), 0,64
ADORA2A rs2267076
cc 1,0+1,5(27) 2,0+£1,6(8) 0,48 (0,09-2,43), 0,37
cT 1,4+1,7(28) 1,1+0,9(11) 2,33(0,55-9,83), 0,25
T 1,1+1,5(4) 3,0£2,7(4) 0,33 (0,02-6,65), 0,47
ADORA2A rs2236624
cc 1,0+ 1,6 (37) 1,9+1,6(12) 0,49 (0,13-1,83), 0,29
cT 1,6 +1,6 (21) 1,7+1,5(9) 3,12 (0,62-15,79), 0,17
T 0,1+0,0(1) 1,4+3,3(2) 0(0-0), 1.0

ADORAZ2A — adenosinovy receptor A2a; SD-smérodatnd odchylka, ADAS28 — zména aktivity

onemocnéni po 6 mésicich lécby metotrexdtem
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a3) Porovnani hodnot DAS28 po lécbé MTX ve skupindch s identickymi genotypy a rozdilnym

pfijmem kofeinu

Hodnoty DAS28 ziskané po Iécbé MTX ukazuji na nizsi aktivitu onemocnéni u pacientl s nizsim
prijmem kofeinu, a to v pfipadé 10 z celkovych 12 genotyp (tj. pro vSechny kromé TT genotypu

ADORA2A rs2298383 a CC genotypu v pripadé ADORA2A rs3761422) jak je patrné z Tabulky 10.

Vysledky uvedené v Tabulce 10 nedosahuji statistické vyznamnosti s vyjimkou CC genotypu
ADORA2A rs2236624 (OR 12,94; 95% Cl, 1,51-110,74; p=0,019). | vtomto pripadé byl vysledek

alespon ¢astecné zplsoben pacienty ze skupiny 1110.

Z genotypl, které Citaly alespont 35 pacientd, stoji za zminku vysledky dosazené ve skupiné
pacientd s nizkym prijmem kofeinu, s hladinou statistické vyznamnosti p <0,1, v pripadé
nasledujicich SNP: CT ADORA2A rs2298383 (OR 5,0; 95% Cl, 0,93-26,79; p=0,060); CT ADORA2A
rs3761422 (OR 4,37;,95% Cl, 0,82-23,45; p=0,085); CCADORA2A rs2267076 (OR 6,5; 95% CI 0,701-
60,276; p=0,100) (Tabulka 10).
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Tabulka 10. Aktivita onemocnéni dle DAS28 po Iécbé metotrexatem — porovnani mezi skupinami

pacientl s revmatoidni artritidou a s rozdilnym ptijmem kofeinu a identickymi genotypy.

DAS28 primér + SD (n) PFijem
DAS28 primér + SD (n)
kofeinu
Genotypy Pfijem kofeinu OR (95% Cl), p-hodnota
>700mg/tyden
<700mg/tyden

ADORAZ2A rs2298383

cc 3,4+1,7 (14) 2,3+0,9(3) 0(0-0), 1

cT 3,4+1,5(30) 2,6+1,3(12) 5,00 (0,93-26,78), 0,060

Il 2,8+1,3(15) 3,2+1,2(8) 0,61 (0,10-3,79), 0,592
ADORA2A rs3761422

cc 3,1+1,5(24) 34+1,1(7) 2,11 (0,34-13,13), 0,421

CcT 3,4+1,5(30) 2,6+1,3(12) 4,37 (0,82-23,45), 0,085

T 3,2+1,4(5) 2,2+1,0(4) 2,00 (0,11-35,81), 0,638
ADORAZ2A rs2267076

cc 3,2+1,5(27) 3,0+1,0(8) 6,50 (0,70-60,28), 0,100

cT 3,3+1,5(28) 2,7+1,4(11) 2,00 (0,44-9,18), 0,373

Il 3,3+1,6(4) 2,2+1,0(4) 3,00 (0,15-59,89), 0,472
ADORAZ2A rs2236624

cc 3,4+1,5(37) 2,7+1,0(12) 12,94 (1,51-110,74), 0,019, 0,7*

CcT 29+1,4(21) 2,7+1,6(9) 0,80 (0,15-4,29), 0,794

T 51+0,0(1) 2,6+1,3(2) 0(0-0),1

ADORA2A — adenosinovy receptor A2ar; DAS28 — aktivita onemocnéni; SD-smérodatnd odchylka
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b1l) Porovnani hodnot DAS28 pred zahdjenim lécby MTX ve skupinach se stejnym pfijmem

kofeinu a rozdilnymi genotypy

Pouzitim modelu CC vs. CT + TT pro ADORA2A rs2267076 byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
(OR 4,83; 95% Cl, 1,15-20,26; p=0,03) (Tabulka 11) u pacientd s vysokym pfijmem kofeinu, ktery
byl ovlivnén nizkymi pocate¢nimi hodnotami DAS28 u skupiny 0000, 2000 a 1100 (Tabulka 7).

Ostatni vysledky v tomto pfipadé nedosahly statistické vyznamnosti na hladiné p <0,05, nicméné
v nékolika pfipadech stoji za povSimnuti vysledky dosazené pfi hladiné statistické vyznamnosti
P~0,1 (Tabulka 11). Z tohoto pohledu byly nalezeny lepsi vysledky pro pacienty s genotypem CT
za pouziti modelu CT vs. CC + TT u pacientU s vysokym ptijmem kofeinu u ADORA2A rs2267076
(OR 0,29; 95% Cl, 0,07-1,22; p=0,09) a pro pacienty s nizkym prijmem kofeinu u ADORA2A
rs2298383 (OR 4,50; 95% Cl, 0,67-30,23; p=0,12) a ADORA2A rs3761422 (OR 4,50; 95% Cl, 0,67-
30,23; p=0,12).

Stejné vysledky pro pacienty s nizkou spotifebou kofeinu u ADORA2A rs2298383 a ADORA2A
rs3761422 vysvétluje skutecnost, zZe vSichni pacienti s CC nebo TT pro ADORA2A rs2298383 maji
bud' CC nebo TT pro ADORA2A rs3761422 (Tabulka 7).

Stejné vysledky pro pacienty s nizkou spotifebou kofeinu u ADORA2A rs3761422 a ADORA2A
rs2267076 vysvétluje skutecnost, Ze vSichni pacienti s CC nebo TT pro ADORA2A rs3761422 maiji
také CC nebo TT pro ADORA2A rs2267076 (Tabulka 7).
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Tabulka 11. Aktivita onemocnéni dle DAS28 pred zahajenim léCby metotrexatem — porovnani

dvou skupin pacientll s revmatoidni artritidou se stejnym pfijmem kofeinu a rozdilnymi genotypy.

Vsichni pacienti PFijem kofeinu PFijem kofeinu
DAS28 ) ) ) ) )
Genotypy Odds Ratio (95% Cl) >700mg/tyden 0Odds Ratio (95% Cl) <700mg/tyden Odds Ratio (95% Cl)
pred MTX, DAS28 DAS28
p-hodnota p-hodnota p-hodnota
pramér+SD (n) . .
pred MTX, pred MTX,
pramérSD (n) primérSD (n)
ADORAZ2A rs2298383
cC 44+1,6(17) 4,0+1,6(14) 6,0£0,3(3)
0,94 (0,27-3,30) 0,93 1,85 (0,46-7,42) 0,39 0,00 (0,00-0,00) 0,99
CT+TT 4,5+1,4 (65) 4,6 +1,3 (45) 4,3 +1,6(20)
T 4,6+1,4(23) 4,4 +1,3(15) 50+1,5(8)
1,23 (0,39-3,88) 0,73 1,03 (0,24-4,44) 0,97 2,00 (0,30-13,43) 0,48
TC+CC 4,4+1,5(59) 4,5+1,4(44) 4,2+1,6(15)
CcT 4,4+1,4(42) 4,7 £1,3(30) 3,7+1,5(12)
1,22 (0,44-3,36) 0,70 0,63 (0,17-2,27) 0,48 4,50 (0,67-30,23) 0,12
CC+TT 4,5+ 1,5 (40) 4,2+1,5(29) 53+1,3(11)
ADORA2A rs3761422
cC 45+1,6(31) 43+1,6(24) 54+1,2(7)
1,13 (0,40-3,17) 0,82 2,47 (0,68-8,99) 0,17 0,21 (0,02-2,22) 0,20
CT+TT 4,4+1,4(51) 4,6 +1,3(35) 4,1+1,6(16)
T 4,8+1,2(9) 4,5+0,6 (5) 51+1,8(4)
2,81 (0,33-24,01) 0,34 0,00 (0,00-0,00) 0,99 1,75 (0,15-20,23) 0,65
TC+CC 44+1,5(73) 4,5+ 1,5 (54) 43+1,6(19)
CcT 4,4+1,4(42) 4,6 £1,4(30) 3,7+1,5(12)
1,22 (0,44-3,36) 0,70 0,63 (0,17-2,27) 0,48 4,50 (0,67-30,23) 0,12
CC+TT 4,6 £ 1,5 (40) 4,3+1,5(29) 53+1,3(11)
ADORAZ2A rs2267076
cC 4,4+1,6(35) 4,2+1,6(27) 50+1,4(8)
1,93 (0,70-5,36) 0,20 4,83 (1,15-20,26) 0,03 0,50 (0,07-3,36) 0,48
CT+TT 4,5+1,3 (47) 4,7+1,2(32) 4,2+1,7 (15)
Il 4,8+1,3(8) 2,42 (0,28-20,95) 0,42 4,4+0,6(4) 0,00 (0,00-0,00) 0,99 51+1,8(4) 1,75 (0,15-20,23) 0,65
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TC+CC 4,4+1,5 (74) 4,5+ 1,5 (55) 4,3+1,6 (19)

cT 4,5+1,4 (39) 4,7 £1,2 (28) 3,9+1,6(11)
0,67 (0,24-1,86) 0,44 0,29 (0,07-1,22) 0,09 2,50 (0,43-14,61) 0,31

CC+TT 4,5+1,5 (43) 4,2+1,5(31) 51+1,4(12)

ADORA2A rs2236624

cc 4,5+ 1,6 (49) 4,4+ 1,6 (37) 4,6+1,6(12)
1,34 (0,47-3,83) 0,58 2,04 (0,49-8,51) 0,33 0,87 (0,16-4,87) 0,88

CT+TT 4,5+1,2 (33) 4,6+1,0 (22) 4,3+1,6(11)

T 4,4+1,6 (3) 52+0(1) 4,0£2,0(2)
0,63 (0,05-7,38) 0,72 0,00 (0,00-0,00) 0,99 0,50 (0,03-9,24) 0,64

TC+CC 4,5+1,5(79) 4,5+ 1,4 (58) 4,5+1,6 (21)

cT 4,5+1,2 (30) 4,6+1,0(21) 4,4+1,7(9)
0,68 (0,23-2,01) 0,48 0,54 (0,13-2,25) 0,40 0,90 (0,15-5,26) 0,91

CC+TT 4,4+1,6 (52) 4,4+ 1,6 (38) 4,5+ 1,6 (14)

* hodnoty jsou statisticky vyznamné (p <0,05)

ADORA2A - adenosinovy receptor A2a; SD-smérodatnd odchylka; MTX-metotrexdat; DAS28 —

aktivita onemocnéni
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b2) Porovnani hodnot ADAS28 ve skupindch pacientl se stejnym pfijmem kofeinu a rozdilnymi

genotypy

Pouzitim modelu CC vs. CT + TT pro ADORA2A rs2298383 byla zjisténa statisticky vyznamné
snizend odpovéd na lé¢bu MTX, méfeno dle ADAS28, (OR 0,18; 95% Cl, 0,04-0,74; p=0,02) u

pacientd s vysokym prijmem kofeinu (Tabulka 12).

Statisticky vyznamné snizeni odpovédi na Iécbu MTX bylo dale dosazeno pouzitim modelu CC vs.
CT + TT pro ADORA2A rs2236624 (OR 0,32; 95% Cl; 0,11-0,97; p=0,04) u pacient s vysokym
prijmem kofeinu (Tabulka 12). Vyhodnoceni CT vs. CC + TT pro rs2236624 vsak ukazalo, Ze
pacienti s CT genotypem vykazuji trend k lepsi terapeutické odpovédi na Iécbu MTX nezavisle na
spotrebé kofeinu (OR 2,18; 95% Cl, 0,97-5,48; p=0,1) a statisticky vyznamné lepsi terapeutickou
odpovéd ve skupiné s vysokym prijmem kofeinu (OR 3,83; 95% Cl, 1,22-12,09; p=0,02) (Tabulka
12). Oba statisticky vyznamné vysledky uvedené vtomto odstavci jsou zpUsobeny nizkymi

hodnotami ADAS28 zjisténymi pro skupiny 0000, 1110 a 1100 v Tabulce 7.

Jednotlivé OR ve skupiné pacient( s nizsim prijmem kofeinu naznacuji trend k horsi odpovédi na
[é¢bu MTX v pfipadé CT genotypu, ale odpovidajici p-hodnoty neprekracuji hladinu statistické
vyznamnosti (rs2298383: OR 0,41; 95% Cl, 0,08-2,19; p=0,3; rs3761422: OR 0,41; 95% Cl, 0,08-
2,19; p=0,3; rs2267076: OR 0,29; 95% Cl, 0,05-1,59; p=0,15). Pomoci tzv. two-sample t-testl (i
kdyz teoretické predpoklady pro jejich provedeni nebyly vidy splnény), vsechny tfi ADORA2A SNP
vykazaly statisticky vyznamné rozdily v odpovédi na Ié¢bu MTX porovnanim CT a CC + TT (pro
rs2298383: t-test p=0,042, pro rs3761422: t-test p=0,042 a pro rs2267076: t-test p=0,048)
(Tabulka 12).
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Tabulka 12. Zména v aktivité onemocnéni dle DAS28 (ADAS28) po lécbé metotrexatem —

porovnani mezi skupinami pacientl srevmatoidni artritidou se stejnym ptijmem kofeinu a

rozdilnymi genotypy.

Vsichni pacienti Prijem kofeinu Ptijem kofeinu
Genotypy ADAS28, Odds Ratio (95% Cl) >700mg/tyden Odds Ratio (95% Cl) <700mg/tyden Odds Ratio (95% Cl)
o ADAS28, ADAS28,
primérSD (n) p-hodnota p-hodnota p-hodnota
pramér£SD (n) pramér£SD (n)
ADORAZ2A rs2298383
cc 1,2+1,8(17) 0,6 £1,4 (14) 0,18 (0,04-0,74) 3,7¢1,0(3)
0,44 (0,15-1,33) 0,14 0,02* 0 (0-0) 0,999
CT+TT 1,4 +1,6 (65) 1,4 +1,6 (45) 1,541,5 (20)
0,694**
T 1,7 +1,4 (23) 1,6+1,1(15) 1,942,0 (8)
0,42 (0,12-1,42)
0,58 (0,22-1,55) 0,28 1,14 (0,21 -6,37) 0,88
0,16
TC+CC 1,2 +1,7 (59) 1,1+1,7 (44) 1,7+1,4 (15)
cT 1,3+1,6 (42 1,3+1,8 (30 1,241,0 (12
(42) (30) 1,61 (0,58-4,50) (12) 0,41 (0,08-2,19) 0,30
1,1(0,46-2,62) 0,83
0,36
CC+TT 1,5 +1,6 (40) 1,1+1,3 (29) 2,4£2,0 (11) 0,042%,0,682**
ADORA2A rs3761422
cc 1,341,4(31) 1,1+1,3(24) 2,0£1,6 7)
0,71 (0,25-2,02)
0,83 (0,34-2,04) 0,69 1,33 (0,22-7,98) 0,75
0,52
CT+TT 1,4 41,7 (51) 1,3+1,8(35) 1,611,7 (16)
T 2,1+2,1(9) 1,3+1,4(5) 3,0£2,7 (4)
0,49 (0,11-2,10) 0,33 0,67 (0,1-4,31) 0,67 0,3 (0,03-3,43) 0,33
TC+CC 1,3+1,5(73) 1,2 +1,6 (54) 1,541,3 (19)
cT 1,2 1,6 (42) 1,3 1,8 (30) 1,241,0 (12)
0,41 (0,08-2,19) 0,30
0,90 (0,10-4,30) 0,82 1,22 (0,44-3,4) 0,70
0,042%,0,682**
CC+TT 1,5 +1,6 (40) 1,2 +1,3 (29) 2,4+2,0 (11)
ADORAZ2A rs2267076
cC 1,3 +1,6 (35) 1,0 1,5 (27) 2,0£1,6 (8)
0,62 (0,22-1,75)
0,83 (0,35-2,00) 0,68 1,91 (0,33-11,01) 0,47
0,37
CT+TT 1,4 +1,7 (47) 1,4 +1,7 (32) 1,6+1,7 (15)
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T 2,042,2 (8) 1,141,5 (4) 3,0£2,7 (4)
0,60 (0,13-2,70) 0,50 1,04 (0,14-7,9) 0,97 0,3 (0,03-3,43) 0,33
TC+CC 1,311,5 (74) 1,2 £1,6 (55) 1,5¢1,3 (19)
cT 1,341,5(39 1,4£1,7 (28 1,10,9 (11
(39) (28) 1,62 (0,58-4,53) (11) 0,29 (0,05-1,59) 0,15
1,00 (0,42-2,39) 0,99
0,36
CC+TT 1,4 £1,7 (43) 1,1+1,5 (31) 2,311,9 (12) 0,048*,0,638**
ADORA2A rs2236624
cc 1,2 1,6 (49) 1,0 £1,6 (37) 0,32 (0,11-0,97) 1,91,6 (12)
0,53 (0,22-1,30) 0,16 0,04 1,68 (0,32-8,76) 0,54
CT+TT 1,6 +1,6 (33) 1,6 £1,6 (22) 1,6+1,7 (11)
0,504**
T 1,0 42,4 (3) 0,13£0(1) 1,4£3,3 (2)
2,16 (0,19-24,8) 0,54 1,1(0,06-20,01) 0,95
TC+CC 1,4 11,6 (79) 1,2 £1,6 (58) 1,841,5 (21)
cT 1,6 1,6 (30) 1,6 £1,6 (21) 1,741,5 (9)
3,83(1,22-12,09)
2,18 (0,87-5,48) 0,10 0,6 (0,11-3,25) 0,55
0,02* 0,758**
CCHTT 1,2 41,6 (52) 1,0 £1,5 (38) 1,8+1,7 (14)

* hodnoty jsou statisticky vyznamné (p <0,05)

** statistickd sila (1-type error 8)

ADORA2A — adenosinovy receptor A2a; SD-smérodatnd odchylka; MTX-metotrexat; ADAS28 —

zména aktivity onemocnéni po 6 mésicich IéCby metotrexdtem
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b3) Porovnani hodnot DAS28 po |écbé MTX ve skupinach pacientt se stejnym pfijmem kofeinu a

rozdilnymi genotypy

Statisticky vyznamné lepsi odpovéd na lécbu MTX byla zaznamendna u ADORA2A rs2236624 za
vyuziti modelu CT vs. CC + TT (OR 3,09; 95% Cl, 0,98-9,68; p=0,05) v pfipadé pacientd s vyssim

prijmem kofeinu (Tabulka 13).

V nékolika pripadech byl zjistén rozdil na Urovni p <0,1 u pacientl s vyssim prijmem kofeinu. Lepsi
odezva na lé¢bu MTX byla zjisténa v pripadé ADORA2A rs2298383 pro TT s pouzitim modelu TT
vs. CT + CC (OR 3,01; 95% Cl, 0,831-10,922; p=0,09). V pripadé ADORA2A rs2236624 bylo zjisténo
snizeni odpovédi na lIé¢bu MTX u CC pomoci modelu CC vs. CT + TT (OR 0,40; 95% CI 0,13-1,20;
p=0,10) (Tabulka 13).
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Tabulka 13. Aktivita onemocnéni dle DAS28 po Iécbé metotrexatem — porovnani dvou skupin

pacientl s revmatoidni artritidou se stejnym pfijmem kofeinu a rozdilnymi genotypy.

Vsichni pacienti PFijem kofeinu PFijem kofeinu
DAS28 . 3 . , .
Genotypy 0Odds Ratio (95% Cl) >700mg/tyden 0Odds Ratio (95% Cl) <700mg/tyden po Odds Ratio (95% Cl)
Po |écbé MTX, 1é¢bé MTX,
p-hodnota DAS28 p-hodnota p-hodnota
pramérSD (n) pramérSD (n)
Po |é¢bé MTX,
primérSD (n)
ADORAZ2A rs2298383
cC 3,2 1,6 (17) 3,4 +1,7 (14) 2,3+0,9 (3)
0,66 (0,22-1,93) 0,45 0,55 (0,16-1,84) 0,33 0 (0-0) 0,99
CT+TT 3,1+1,4 (65) 3,2 +1,5 (45) 2,8 1,3 (20)
T 2,9+1,3 (23) 2,8 +1,3 (15) 3,2+1,2(8)
1,68 (0,60-4,69) 0,32 3,01(0,83-10,92)0,09 0,26 (0,03-2,02) 0,20
TC+CC 3,2 1,5 (59) 3,4 1,6 (44) 2,5 +1,2 (15)
cT 3,1+1,5(42) 3,4 1,5 (30) 2,6 £1,3 (12)
0,88 (0,36-2,14) 0,78 0,71 (0,25-1,97) 0,51 1,87(0,25-14,08)0,54
CC+TT 3,1+1,4 (40) 3,1+1,5(29) 2,9 1,2 (11)
ADORA2A rs3761422
cC 3,2 1,4 (31) 3,1+1,5 (24) 3,4+1,1(7)
0,82 (0,33-2,05) 0,67 0,99 (0,35-2,82) 0,99 0,58 (0,07-4,55) 0,60
CT+TT 3,1+1,5 (51) 3,3 +1,5 (35) 2,5 +1,2 (16)
T 2,7 +1,3 (9) 3,2+1,4 (5) 2,2+1,0 (4)
1,32 (0,30-5,69) 0,71 1,29 (0,20-8,37) 0,79 0,80 (0,06-9,92) 0,86
TC+CC 3,2 1,5 (73) 3,3 +1,5 (54) 2,9 1,3 (19)
cT 3,1+1,5(42) 3,4 1,5 (30) 2,6 £1,3 (12)
1,08 (0,45-2,63) 0,86 0,93 (0,33-2,59) 0,89 1,87(0,25-14,08)0,54
CC+TT 3,1+1,4 (40) 3,1+1,5(29) 2,9 1,2 (11)
ADORAZ2A rs2267076
cc 3,1+1,4 (35) 3,2+1,5(27) 3,0+1,0 (8)
0,93 (0,38-2,28) 0,88 0,84 (0,30-2,34) 0,74 2,54(0,23-27,71)0,44
CT+TT 3,1+1,5 (47) 3,3+1,5(32) 2,6 1,3 (15)
T 2,7 +1,4 (8) 1,07 (0,24-4,84) 0,93 3,3+1,6 (4) 0,83 (0,11-6,35) 0,86 2,2+1,0 (4) 0,80 (0,06-9,92) 0,86
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3,2#1,5(55)

2,9+1,3(19)

1,05 (0,43-2,54) 0,92

3,31,5(28)

3,2#1,5(31)

1,25 (0,45-3,49) 0,67

2,7 £1,4 (11)

2,7 #1,1(12)

0,53 (0,07-4,01) 0,54

0,67 (0,27-1,67) 0,39

3,4 1,5 (37)

3,0 1,5 (22)

0,40(0,13-1,20) 0,10

2,7 1,0 (12)

2,7 +1,5 (11)

6,29(0,58-68,42)0,13

0,31 (0,03-3,52) 0,34

5,1+0,0 (1)

3,2+1,5(58)

0(0-0), 1

2,6 1,3 (2)

2,7 #1,3 (21)

0,23 (0,01-4,62) 0,34

TC+CC 3,1+1,5(74)
cT 3,2 +1,5 (39)
CC+TT 3,1+1,4 (43)
ADORA2A rs2236624
cc 3,2 +1,4 (49)
CT+TT 2,9 +1,5 (33)
T 3,4+1,7 (3)
TC+CC 3,1+1,4 (79)
cT 2,9 +1,5 (30)
CC+TT 3,2 +1,4 (52)

1,85 (0,71-4,80) 0,21

2,9+1,4(21)

3,4 1,5 (38)

3,09 (0,98-9,68) 0,05

2,7+1,6(9)

2,7 £1,0 (14)

0,33 (0,04-2,56) 0,29

ADORA2A — adenosinovy receptor A2a; DAS28 — aktivita onemocnéni; SD-smérodatnd odchylka;

MTX — metotrexat
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4.2.4. Diskuze
Hlavnim cilem této studie bylo identifikovat moZné souvislosti mezi stavem pacientl pred a po
[éCbé MTX (méreno dle aktivity onemocnéni — DAS28) v souvislosti s pfijmem kofeinu
(antagonista adenosinového receptoru) a rldznymi genotypy adenosinového receptoru
ADORA2A. Doposud byly provedeny pouze dil¢i studie zamérené na jednotlivé ¢3asti z uvedenych

aspektl (5, 103, 253, 254, 262).

Metaanalyza publikovana Lee et al. prokazala statisticky vyznamnou souvislost mezi pitim kavy a
vyskytem RA (p=0,036). V navaznosti na tento vysledek jsme ocekdvali, Ze pacienti naivni k MTX
s vyssim pfijmem kofeinu (=700mg/tyden) budou v nasi studii mit zaroven vyssi hodnoty DAS28.
Tento predpoklad se vSak vnasi studii nepotvrdil. Jak pacienti svys$sim, tak inizSim

(<700mg/tyden) prijmem kofeinu méli stejnou hodnotu DAS28 - 4,5 (Tabulka 6).

V souvislosti s u¢innosti MTX byl patrny urcity vliv pfijmu kofeinu na hodnoty DAS28 (3,2 vs. 2,7;
Tabulka 6), nebylo vSak dosazeno statistické vyznamnosti (p=0,165). Tato skutecnost odpovida
jiz dfive publikovanym zjisténim u 264 pacientlm s RA, Ze vyssi pfijem kofeinu je zaroven
spojovan jednak s vy$si hodnotou DAS28, ale také VAS, ¢i poctem oteklych a bolestivych kloub.
Ani v tomto pripadé vsak vysledky nebyly statisticky vyznamné (263). Zajimavy pohled na danou
problematiku ndm nabizi studie Neshera et al. s pacienty rozdélenymi do tfi skupin na zakladé
denniho pfijmu kofeinu (skupiny A, B a C). Pacienti ze skupiny C (vysoky pfijem kofeinu — denné
> 180 mg) vykazovali vyznamné nizsi zlepSeni ranni ztuhlosti (p=0,013) a bolesti kloub (p=0,028)
v porovnani s pacienty ze skupiny A (nizky pfijem kofeinu — denné <120 mg) (254). Jina studie
zaloZena na modelu RA s artritidou adjuvans u potkan( naznacuje, Ze kompletni abstinence

kofeinu mlze zvysit terapeutické ucinky MTX u RA (253).

Rozdilné hodnoty DAS28 jak pred lécbou MTX, tak i po ni, se objevily, jakmile byli pacienti
rozdéleni do skupin na zadkladé jednotlivych sledovanych genotypl pro adenosinovy receptor
ADORA2A: rs2298383, rs3761422, rs2267076 a rs2236624. Je zajimavé, ze 71 z celkového poctu
82 sledovanych pacientl se fadi do jedné zpouhych 6 skupin, které vznikly kombinaci
jednotlivych SNP: 1111, 0000, 2222, 2000, 1110, 1100 (kde CC = 0, CT =1, TT = 2; Tabulka 7).

Nejvyssi vyskyt tzv. extrémnich hodnot DAS28 byl zjiStén ve skupiné pacientl 1110, u které se
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projevil negativni vliv prijmu kofeinu. BohuZel, pocet pacientd s nizsim prijmem kofeinu byl pfilis

nizky na to, aby bylo mozné ziskat statisticky vyznamné vysledky.

Z divodu nizkého poctu pacientd pfi rozdéleni do skupin (viz vyse) jsme se zaméfili na jednotlivé
SNP, kde rozdélenim do skupin podle jejich genotypUl (tj. CC, CT a TT) a konzumace kofeinu (s
mezni hranici 700mg/tyden) jsme ziskali pouze 3x2 skupiny s podstatné vyssim poctem pacientd

(Tabulka 11, 12, 13).

Na zakladé této stratifikace jsme u pacientl naivnich k |é¢bé pomoci DMARDs zjistili asociaci
mezi aktivitou onemocnéni RA a prijmem kofeinu v ptipadé nékterych SNP pro ADORA2A. U
pacientl ze skupiny s vysokym pfijmem kofeinu méli heterozygoti s CT genotypy rs2298383,
rs3761422, rs2267076 statisticky vyznamné vyssi vychozi aktivitu onemocnéni (Tabulka 8). Nami
pozorované Udaje potvrzuje také metaanalyza Lee et al. (5). Zcela opacny trend vykazovali
homozygotni pacienti, u kterych vsak vysledky nedosahovaly statistické vyznamnosti (Tabulka 8).
Statisticky vyznamné nizsi pocatecni aktivitu onemocnéni jsme dale ziskali porovnanim skupiny

pacientd s CC genotypem a CT+TT genotypy ADORA2A rs2267076 (Tabulka 11).

Prohledanim dosud publikované literatury jsme nenasli Zadnou studii vyhodnocuijici vliv 1é¢by
MTX v zavislosti na pfijmu kofeinu a/nebo SNP pro ADORA2A adenosinovy receptor pomoci
parametru ADAS28. V nasi studii jsme zjistili nékolik statisticky vyznamnych rozdilG v pripadé
pacientl ze skupiny svysokym pfijmem kofeinu a to konkrétné: rs2298383 CC vs. CT+TT,
rs2236624 CCvs. CT+TT a CT vs. CC+TT (Tabulka 12).

V souvislosti s neucinnosti 1é¢by MTX v zavislosti na ADORA2A SNP nebyla v publikaci Hider et al.
nalezena vyznamna asociace (103). Vysledky nasi studie v tomto pfipadé ukazuji na lepsi odpovéd'
k 1écbé v pripadé pacient( s nizSim prijmem kofeinu u 10 z 12 sledovanych genotyp(. V pripadé
CC genotypu ADORA2A rs2236624 SNP byl tento rozdil dokonce statisticky vyznamny (Tabulka
10). Zajimavé je, Zze u genotypu ADORA2A rs2236624 jsme dale u pacientd s vysokym pfijmem
kofeinu pozorovali rozdil mezi CT vs. CC + TT, a to na hranici statistické vyznamnosti (Tabulka 13).
Toto zjisténi dle nas zdlraznuje vyznam déleni pacientl podle prijmu kavy, ktery nebyl v

ptedchozi studii pouzit (103).
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Dale jsme zjistili, Ze pacienti s alelou T sledovanych SNP maiji tendenci k nizSimu prijmu kofeinu.
To mUzZe souviset se zvySenym rizikem nezadoucich ucink(l MTX (gastrointestindlni toxicita), které

se vyskytuji u pacientl s genotypy TT (103).

Shrnutim vSech vySe uvedenych skutecnosti se studované SNP genu ADORA2A zdaji byt
potencialné schopné ovlivnit Ucinek kofeinu v blokovani adenosinovych ADORA2A receptor( a

zménit tak bud pocatecni stav onemocnéni nebo odpovéd na lécbu MTX.

Nicméné zakladni molekuldarni mechanismy nasich zjisténi zUstdvaji nejasné, jelikoz vSechny
studované SNP v této studii jsou umistény vintronové ¢asti genu ADORA2A, tj. mimo jeho kédujici
Casti. Proto tyto SNP nemohou zpUsobit mutace / substituce aminokyselin v genu ADORA2A. V
zasadé by tak mohly ovlivnit sestfih mRNA. V této souvislosti by mél byt zaznamenan vysoky
obsah G / C nukleotidd v okoli ndmi sledovanych SNP. Sekvence bohaté na guanosin maji
tendenci tvofit G-kvadruplexy, zatimco sekvence bohaté na cytosin tvofi tzv. I-motivy (264). To
znamena, Ze vySe uvedené SNP by v zasadé mohly zménit sekunddarni strukturu mRNA ADORA2A

a tim jeji stabilitu.

Limitace studie

(i) Cilem nasi studie bylo ukazat, zda je terapeuticky vysledek |écby MTX ovlivnén
kombinaci SNP ADORA2A a pfijmem kofeinu. Pro maly pocet pacient( zarazenych do
studie jsme se vSak museli soustredit na jednotlivé SNP, coZ vedlo k rozdéleni pacient(
do vice skupin, a umozZnilo tak provést statistickou analyzu. Zavéry nasi studie je tak
nezbytné potvrdit pomoci prospektivni studie s dostatecnym poctem pacientd
umoznujici vytvorit dostatecné velké skupiny na zakladé jedine¢nych kombinaci
genotyp.

(ii) Nase studie se nezabyvala dalSimi adenosinovymi receptory (ADORA A1, A2b a A3)

(iii) Nebyl studovan vliv dalSich antagonistl adenosinovych receptor( (napfiklad teofylin
pritomny v ¢aji a kakau)

(iv) Zajimavé by bylo méfit plazmatické hladiny kofeinu, jelikoZ je pomérné obtizné presné

posoudit a spolehlivé zaznamenat denni prijem kofeinu. Pacient mize vypit rGzné
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(v)

(vi)

koncentrovanou kavu nebo ¢aj v riznych ¢asech, nebo nemusi vypit cely obsah salku,
coZ ma za nasledek nadhodnoceni skute¢ného ptijmu. Kromé toho pacienti piji rdzné
druhy kavy (s kofeinem, bez kofeinu, s pfidanim mléka nebo cukru). Dale existuji také
velké rozdily ve zplsobech praZeni, pfipravé a skladovani kavy. Navic existuje
individudlni variabilita clearance kofeinu zpUsobena rGznymi faktory, véetné SNP
hlavniho enzymu metabolizujiciho kofein CYP1A2 (254). Na druhou stranu je sporné,
zda jedno méreni plazmatické hladiny kofeinu bude smysluplnéjsi nez dlouhodoby (i
kdyz nepresny) odhad jeho spotreby.

V budoucich studiich by bylo uZite¢né peclivé zaznamenat koufeni cigaret, které se
podili na progresi RA. Obecné se predpoklada, Zze environmentdlni faktory, které
zpusobuji oxidacni stres, v€etné koureni cigaret, hraji dllezZitou roli v patogenezi RA
(265). Kromé toho koureni cigaret ¢asto vede ke zvySené spotrebé kavy. ADORA2A
rs5751876 SNP jsou spojeny s obvyklou konzumaci kofeinu [29-30] a tato asociace je
silnéjsi u kurakd [31]. ADORA2A rs5751876 SNP je spojovana se zavislosti na kofeinu
(266, 267) a vyssi mira této asociace byla pozorovana praveé u kurakud (268).

DalSim potencialnim prediktorem rozvoje RA, s horsi prognézou tohoto onemocnéni
a odezvou na lécbu MTX, je prijem alkoholu. Mikuls et al. sice nenalezli souvislost mezi
konzumaci alkoholu a vyvojem RA, ale vdiskuzi se zmifuji o tom, Ze castéjsimi

konzumenty kavy a kuraky jsou pravé pacienti s ¢astym prijmem alkoholu (269).
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4.2.5. Zaver
Tato studie detailné popisuje souvislosti mezi riznymi kombinacemi genotypl adenosinového
receptoru ADORA2A, prfijmem kofeinu a hodnotami DAS28 udavajicimi aktivitu onemocnéni u

pacientl s RA pred zahdjenim lécby, béhem |écby a po ukonceni 1é¢by MTX.

Na zakladé vysledkl, které ve své praci publikoval Nesher et al. (254) jsme se zaméfili na
nasledujici ctyfi SNP: rs2298383, rs3761422, rs2267076 a rs2236624. ldentifikovali jsme hlavni
skupiny pacientt se stejnymi kombinacemi genotypl (CC=0,CT=1, TT =2): 1111 (n=24), 0000
(n=13), 2222 (n=2), 2000 (n=15), 1110 (n=11) a 1100 (n=6). Nejvyssi vyskyt extrémnich hodnot
kofeinu; Tabulka 7) byl zjiStén ve skupiné pacientl s genotypem 1110, u kterych byl pozorovan
negativni vliv na vysledky |écby MTX v pfipadé skupiny pacientd s vyssim prijem kofeinu. Bohuzel
pocet pacientl s nizsi spotfebou kofeinu nebyl dostatecny na prokdzani statisticky vyznamnych

rozdild.

Z divodu malého poctu pacientl ve skupiné s nizsim prijmem kavy byla provedena statisticka
analyza u vétsich skupin vytvorenych rozdélenim pacientl dle genotypll pro jednotlivé SNP.
Statisticky vyznamné vyssi aktiva onemocnéni, mérena dle DAS28, byla potvrzen u pacientl
naivnich k 1é¢bé MTX s vysokym pfijmem kofeinu a zaroven CT genotypy ADORA2A rs2298383,
rs3761422 a rs2267076. U pacientd po |écbé MTX byla naopak prokazana nizsi aktivita
onemocnéni u pacientud s nizSim prijmem kofeinu v pfipadé 10 z 12 ndmi sledovanych genotypl

se statisticky vyznamnym rozdilem pro CC genotyp ADORA2A rs2236624.
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5. Zavér prace

Pfedkladand disertacni prace se zabyvd problematikou Ié¢by MTX u pacientl s RA. Hlavni
diskutovana témata tvofi KVO a KV rizikové faktory. Prostor je dale vénovan farmakogenetice
MTX se zamérenim na pfijem kofeinu ve spojeni s genetickymi mutacemi adenosinového

receptoru ADORA2A na ucinnost této lécby.

Teoretickd Cast této prace je rozdélena do nékolika kapitol. Prvni z nich se zamérfuje na samotnou
podstatu RA, diagnostiku a lécbu dle aktualnich doporucenych postupd vydanych v roce 2020. |
v ramci téchto aktualizovanych doporuceni si vyznamné misto |éku prvni linie zachovava MTX, a
to navzdory celé radé modernich preparatl. MTX je tak v disertacni praci vénovana jedna
kapitola, ve které jsou detailné popsany duleZité aspekty tohoto léku (farmakokinetika,
mechanismus Ucinku, nezddouci ucinky...) v€etné, v posledni dobé se vyznamné rozvijejici,
farmakogenetiky. DlleZitou Cast pak tvori pohled na vliv RA a lIé¢by tohoto onemocnéni na riziko
rozvoje KVO. Objevuje se zde cela fada praci potvrzujicich zvySeny vyskyt a také zavaznost téchto
komorbidit. Za zasadni prvek propojujici RA s KVO je povazovana chronickd zanétliva aktivita
doprovazejici autoimunitni onemocnéni, ktera se zaroven vyznamné podili na aterosklerotickém
postiZzeni cév.

To, jakym zplsobem do rozvoje KV komorbidit u pacientl s RA zasahuje 1é¢ba MTX, neni zatim
zcela objasnéno. Vysledky rozsdhlych meta-analyz vSak ukazuji na nizsi vyskyt KV pfihod u
pacientd, ktefi byli timto Iékem |éCeni. Experimentalni ¢ast disertacni prace se tak zaméruje na
stanoveni vyskytu pravé KV pfihod, ale také KV komorbidit a rdznych skérovacich listl pro
stanoveni pravdépodobnosti budouciho rozvoje KV pfihod na zakladé toho, zda byli pacienti
[é€eni MTX ¢&i nikoli. Prace prokazala statisticky vyznamné snizeni vyskytu KV pfihod jako celku a
jednotlivé pak infarktd myokardu a zejména arytmii u pacientq, ktefi byli MTX |éCeni. Z rizikovych
faktor( se signifikantné Castéji vyskytoval DM u pacient(l nelé¢enych MTX. Zaroven bylo u téchto

pacientl stanoveno signifikantné vyssi riziko umrti z jakékoli pficiny.

Uginnost 1é¢by MTX mUiZe byt ovlivnéna rdznymi faktory. V druhé ¢asti experimentalni prace jsme
se zamérili na to, zdali tak béiny jev, jakym je piti kavy (pfipadné jinych ndpoja obsahujicich

kofein), mGze ve spojeni s rdznymi genovymi mutacemi adenosinového receptoru ADORA2A vést
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k sniZzeni ucinnosti tohoto Iéku v |écbé RA. Ukazalo se, Ze vyssi prijem kofeinu, u heterozygotnich
pacientld nékterych genl tohoto receptoru, se odrdzi ve vyssi aktivité onemocnéni dokonce i u
pacientd naivnich k |écbé MTX. U pacientll po |écbé MTX a s nizkym pfijmem kofeinu jsme naopak
prokazali alesponn numericky nizsi aktivitu onemocnéni (v jednom ptipadé i se statistickou

vyznamnosti) témér u vSech nami sledovanych genotypa.
Doporuceni do klinické praxe

Na zakladé zjisténi predkladané prace by u pacientll s RA neméla byt |écba MTX prerusena bez
objektivniho ddvodu. V pfipadé, ie lé¢ba MTX musi byt ukonéena (vyskyt NU, nedosazeni
adekvatni odpovédi na lécbu), doporucujeme dikladnou kontrolu vyskytu KVO a také KV

rizikovych faktoru.

Nase vysledky dale naznacuji jisty trend k nizsi aktivité RA u vybranych genotyp(i adenosinového
receptoru ADORA2A spolu s nizkym pfijmem kofeinu u pacientll Ié¢enych MTX. Pro doporuceni
rutinniho stanoveni genotypl adenosinového receptoru ADORAZ2A a Upravy pfijmu kofeinu na
zakladé téchto vysledkll vSsak nemame dostatecné mnoizstvi dat. Definitivni odpovéd by tak

mohla pfinést az rozsahlejsi prospektivni randomizovana studie.
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6. Seznam zkratek

7-OH-MTX

ABC

ABCB1

ABCC1

ABCG2

ACC

ACEi

aCCP

ACR

ADA

ADORA

ADORs

AHA

AICAR

ALT

AMPD1

AMPDA

AMPK

ANA

AP

ASA

7-hydroxy-metotrexat

ATP-binding cassette transportér

ATP-binding cassette transportér B1

ATP-binding cassette transportér C1

ATP-binding cassette transportér G2

The American College of Cardiology (Americka kardiologicka spolec¢nost)
inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu

protilatky proti citrulinovym proteiniim

American College of Rheumatology (Americka revmatologicka asociace)
adenosin deaminaza

adenosinovy receptor

adenosinové receptory

The American Heart Association (Americka kardiologicka asociace)
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonukleotid
alaninaminotransferaza

adenosinmonofosfat deaminaza 1

adenosinmonofosfat deaminaza

5’AMP aktivovatelna protein kindza

antinuklearni protilatky

angina pectoris

kyselina acetylsalicylova
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AST

AT1
ATIC
ATP
ATTRA
BB
bDMARDs
BMI

BNP

CD

CDAI

Cl
CKD-EPI
CMP
CRP
csDMARDs
CysC
DAS28
DHF
DHFR
DM
DMARDs

DTK

aspartataminotransferaza

angiotensinovy receptor 1

5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonukleotid transformylaza
adenosintrifosfat

klinicky registr Ceské revmatologické spole¢nosti
betablokatory

biologické chorobu modifikujici antirevmatika

body mass index

brain natriuretic peptide (natriureticky peptid)

cluster of differentiation

clinical disease aktivity index

confidence Interval (konfidencni interval)

chronic kidney disease epidemiology collaboration

cévni mozkova prihoda

c-reaktivni protein

konvencni syntetické chorobu modifikujici antirevmatika
cystatin C

disease activity score (skdrovaci systém pro stanoveni aktivity onemocnéni)
dihydrofolat

dihydrofolat reduktdza

diabetes mellitus

disease-modifying antirheumatic drugs (chorobu modifikujici antirevmatika)

diastolicky tlak krve
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dTMP
dUMP
eGFR
EKG
ELISA
eNOS
ENT1
ESR
EULAR
FAICAR
FDA
FPGS
FRS
GA
GLK
GGH
GIT
GLUT-4
HAQ
HbAlc
HCQ
Hcy

HDL

deoxythymidin monofosfat

deoxyuridin monofosfat

estimated glomerular filtration (odhadovana glomerularni filtrace)

elektrokardiogram

enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
endotelialni NO syntaza

extraceluldrni nukleosidovy transportér

rychlost sedimentace erytrocyt(

European League Against Rheumatism (Evropska liga proti revmatismu)

5-formamidoimidazole-4-carboxamide ribonukleotid
Federal Drug Administration (federalni sprava Iéciv)
folylpolyglutamat syntaza

Framingham risk score (Framinghamské skore rizika)
aktivita onemocnéni hodnocena pacientem
glukokortikoidy

gamma-glutamyl hydrolaza

gastrointestinarni

glukézovy transportér 4

health assessment questionnaire

glykovany hemoglobin

hydroxychlorochin

homocystein

high density lipoprotein (lipoprotein s vysokou hustotou)
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HOMA-IR
HR
hsCRP
ICAM1
iCMP

IFNy

IgG
IgM

ICHS

ITPA
JAK
KIM-1
KV
KVO
LD
LDL
LT

m alela

homeostasis model assessment of insulin resistence index

hazard ratio (pomér rizik)

vysoce senzitivni C-reaktivni protein

intercellular adhesion molecule 1 (intracelularni adhezivni molekuly)

ischemicka cévni mozkova prihoda

interferon gama

imunoglobulin A

imunoglobulin G

imunoglobulin M

ischemicka choroba

interleukin

infarkt myokardu

inosin-5-fosfat

incidence rate (mira vyskytu)

inosintrifosfat pyrofosfataza

Janus kinazy

kidney injury marker-1 (marker poskozeni ledvin)
kardiovaskularni

kardiovaskuldrni onemocnéni

linkage disequlibrium (vazebna nerovnovaha)
low density lipoprotein (lipoprotein s nizkou hustotou)
lymfotoxiny

minoritni alela
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MALE major adverse limb events (zavazné koncetinové nezadouci prihody)

MCP metakarpofalangové klouby

MDGA aktivita onemocnéni hodnocena Iékarem

MESA Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis

MHC major histocompatibility complex (hlavni histokompatibilni komplex)
MTHFD Methylentetrahydtofolat dehydrogenaza

MTHFR methylentetrahydrofolat reduktaza

MTX metotrexat

MTX-PGs polyglutamatovy derivat metotrexatu

MU mechanismus G&inku

NF-kB nuclear factor-kB (jaderny faktor-kB)

NHANES National Health and Nutrition Examination Survey
NSAID nesteroidni antiflogistika

NT-proBNT  N-termindlni frakce natriuretického poptidu

s

NU nezadouci ucinky

OR odds ratio (pomér Sanci)

PAD peripheral arterial disease (onemocnéni perifernich tepen)

PADI enzym katalyzujici post-translacni modifikaci peptidylargininu na citrulin
PAI-1 plasminogen 1

PBMCs peripheral blood mononuclear cells (mononuklearni buriky periferni krve)
PGA aktivita onemocnéni hodnocena pacientem

PIP proximalni interfalangealni klouby

PK farmakokinetika
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PSM

RA

RF

RFC

RR

SAM

SCORE

SD

SDAI

SHMT

SJC

SLC19A1

SLC22A8

SLC46A1

SNPs

STK

TAG

THF

TIA

TIC

TK

TNF —a

tsDMARDs

Propensity score matching
revmatoidni artritida

revmatoidni faktor

reduce folate carrier (pfenasec redukovanych folata)

relative risk (relativni riziko)

s-adenosyl methionin

Systematic Coronary Risk Evaluation

standard deviation (smérodatna odchylka)
simplified disease activity index

serin hydroxymetyltransferaza

celkovy pocet oteklych kloubt

reduce folate carrier (prenasec redukovanych folatu)
organic aninon transporter 3

protone-coupled folate transporter

single nucleotide polymorphismus (bodové mutace)
systolicky tlak krve

triglyceridy

tetrahydrofolat

tranzitorni ischemickd choroba

celkovy pocet bolestivych kloub(

tlak krve

tumor nekrotizujici faktor alfa

cilené syntetické chorobu modifikujici antirevmatika
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TYMS thymidylat syntdza

VAS visualni analogova skala
VCAM1 vascular cell adhesion protein 1 (vaskularni adhezivni molekuly 1)
w alela wild type alela (alela divokého typu)
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10. Prilohy

10.1.1. MTX_KVO dotaznik

Informace o pacientovi
Kurak:

Ano

kolik cigaret denné:

Ne

Byvaly kurak:

Jak dlouho a kolik cigaret denné jste koufril/a?

Alkohol:

TK:

Srdecni frekvence:
BMI:

Obvod pasu:

Pas/boky:

Fyzicka aktivita min 2,5-5 hodin stfedni intenzity za tyden:

Jak dlouho:

Popiste rozsah Vasi fyzické activity tydné:

Diagnostikovana onemocnéni:
DM I:

DM II:

Dislipidémie:

Hypercholesterolémie:

Ano

Ano

Ano

Ano

Ne

Ne

Ne

Ne

Cislo pacienta:

Ano

Ne
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Hypertenze: Ano Ne

O
O

O

Prehypertenze (TK 120-139/80-89 mm Hg)
Stage 1 hypertension (TK 140-159/90-99 mm Hg)

Stage 2 hypertension (TK 2160/100 mm Hg)

Hyperurikémie: Ano Ne
DNA: Ano Ne
Metabolicky syndrom: Ano Ne

Obvod pasu = 94cm u muzl = 80 cm u Zen:

TAG 2 1,7 nebo specificka lécba:

HDL cholesterol <1,03 u muzd <1,29 u Zen nebo specificka |écba:

TK = 130/85 mm HG nebo specificka 1écba:

Lacna glykémie > 5,6 pumol/l nebo diagnostikovan DM II:

Uzivané léky:

Uzivané doplriky stravy:

Vysledky laboratornich testu:

Celkovy cholesterol:

LDL:

HDL:

TAG:

hsCRP:

ESR:

Ano

Ano

Ano

Ano

Ano

Ne

Ne

Ne

Ne

Ne
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Homocystein:

Kreatinin:

Troponin:

BNP:

La¢na glykémie:

Vysetieni moce (cukr a bilkoviny):
Glykovany hemoglobin (HbA1lc):
GFL (CK-EPI):

Kyselina mocova:

apoB/apoAl

Aktivita RA:

DAS 28

KVO:

SCORE:

[C]  Nizké riziko (SCORE pod 1 %)

[C]  stredniriziko (SCORE > 1 % <5 %)

D Vysoké riziko (SCORE = 5 % <10 %; DM | a Il bez organového postiZzeni a KV rizikovych
faktor(; GF 30-59 ml/min/1.73 m?; celkovy cholesterol > 8 mmol/| nebo LDL-cholesterol

> 6 mmol/I ¢i krevni tlak > 180/110 mm Hg)

D Velmi vysoké riziko (SCORE = 10 %; DM | a Il mikroalbuminurii nebo jinym poskozenim
cilovych organd nebo s dal$im KV rizikovym faktorem &i faktory; GF <30 ml/min/1.73 m?;

Diagnostikované ischemické KV onemocnéni, ischemickd CMP nebo ICHDK)

Reynoldovo risk skére:
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ACC/AHA risk skore:

EKG:
KVO v rodinné anamnéze:

Utrpél Vas otec Ci bratr srdecni infarkt pred 55 rokem Zivota nebo Vase matka Ci sestra pred 65

rokem Zivota?
Ano
Ne
Nevim

KVO v osobni anamnéze:

AP: Ano Ne
IM: Ano Ne
CHSS: Ano Ne

D NYHA | (Béznda namaha neplsobi pocit vycerpani, dusnost, palpitace nebo anginu

pectoris)
D NYHA Il (BéZna ndmaha vede k vy€erpdani, dusnosti, palpitacim nebo anginé pectoris)

D NYHA Il (Znacné omezeni télesné aktivity. Jiz nevelkd namaha vede k vyCerpani, dusnosti,

palpitacim nebo anginé pectoris)

D NYHA IV (ObtiZe se objevuji pfi jakékoliv télesné aktivité, nemocného invalidizuji. Dusnost,

palpitace nebo angina pectoris se objevuji i v klidu)

Dysrytmicka forma: Ano Ne
CMP: Ano Ne
ICHDK: Ano Ne
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Stenokardie: Ano Ne
D Stupen | (vyvolana jen mimoradné velkou ndmahou)

D Stupen Il (v béZzném Zivoté obvyklou namahou, napf. vystupem do vice nez 2. podlazi,

chGzi  do kopce apod)

D Stupen Il (vyvolana jiz malou namahou, napf. chizi po roviné, vystupem do méné nez 2.

podlazi apod)

D Stupen IV (objevuje se pfi minimalni zatézi nebo v klidu)

Gastrofagealni reflux: Ano Ne
Subjektivni vnimani arytmii: Ano Ne
Otoky koncetin Ano Ne
Hmatné pulsace Ano Ne
Klaudikace Ano Ne
Zavraté Ano Ne
Poznamky:
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