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Abstrakt

Klicova slova: anti-mCRP protilatky, cyklofosfamid, cyklosporin A, lupusova nefritida,
systémovy lupus erythematodes

Systémovy lupus erytematodes (SLE) je systémové autoimunitni onemocnéni, v jehoz
patogenezi je klicova produkce autoprotilatek proti vlastnim jadernym a cytoplazmatickym
antigeniim a tvorba imunokomplext. Protilatky proti monomeru C-reaktivniho proteinu (anti-
mCRP) mohou hrat roli v patogenezi lupusové nefritidy (LN). Cilem této prace bylo najit
souvislost mezi hladinami anti-mCRP a aktivitou LN a odpovédi na 1é¢bu.

Metody: Anti-mCRP protilatky byly stanoveny u 57 pacientd s biopticky prokazanou LN
(M/Z 10/47, median véku 32), 29 pacientll bylo vySetfeno v dobé diagnézy a dale sledovano
po median 5,9 let. Anti-mCRP byly stanovovany in house ELISA metodou, aktivita
onemocnéni byla hodnocena skorem SLEDAL

Vysledky: Hladiny anti-mCRP byly vyssi u pacientd s aktivitou LN (26,78 vs 7,5 AU;
p=0,009), korelovaly s celkovou aktivitou onemocnéni SLE (rs = 0,406, p=0,002). Zjisténa
byla souvislost téchto protilatek s horsi odpovédi po dvou letech terapie, OR (95% CI)=13,7
(1,22-770,87); p=0,014.

Zavér: Pritomnost sérovych anti-mCRP by mohla byt uziteénym markrem aktivity
onemocnéni a  prediktorem  dlouhodobé  odpovédi na  standardni  1écbu.

V druhé casti prace byla porovnavéana standardni 1écba proliferativni LN cyklofosfamidem
(CFA) s terapii cyklosporinem A (CyA).

Metody: Randomizovano bylo 40 pacientti (M/Z 11/29, pramé&my vék 29 let) s proliferativni
LN k 1é¢ebnému rezimu na bazi CFA ¢i CyA. Primarnim cilem bylo dosazeni rendlni remise
na konci indukéni a udrzovaci faze.

Vysledky: V klinické studii srovnavajici efekt terapie CFA a CyA nebyl statisticky vyznamny
rozdil mezi skupinami v dosaZeni remise, ¢i odpovédi na lécbu na konci indukéni 1 udrZzovaci
faze, ani v dobé¢ preziti bez relapsu. Lécba CyA vedla k pfechodnému vzestupu krevniho tlaku
a reverzibilnimu poklesu glomerularni filtrace.

Zavér: CyA me¢l podobnou ucinnost jako cyklofosfamid v sekven¢ni indukéni a udrzovaci
lécbe.



Abstract

Key words: anti-mCRP antibodies, cyclophosphamide, cyclosporine A, lupus nephritis,
systemic lupus erythematosus

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic autoimmune disease. Circulating
autoantibodies against the body’s own nuclear and cytoplasmic structures and creation of
immune complexes play a key role in the pathogenesis of SLE. Antibodies against monomeric
C-reactive protein (anti-mCRP) might play role in pathogenesis of lupus nephritis (LN). The
aim of this study was to find relation between anti-mCRP and activity of LN and response to
therapy.

Methods: The study was performed on 57 patients (M/F 0.21, median age 32 years) with LN.
In a subanalysis, we focused on 29 patients with newly diagnosed active LN and we followed
them up for a median of 5.9 years. Levels of anti-CRP were measured by in house ELISA.
Disease activity was measured by SLEDALI.

Results: Levels of anti-mCRP were significantly higher in patients with active lupus nephritis
(26.78 versus 7.5 AU, p=0.009) and levels of anti-mCRP positively correlated with the
activity of SLE as assessed by the SLEDAI score (Spearman’s r=0.406, p= 0.002). We found
negative prediction of anti-mCRP for worse outcome after two years of standard therapy, OR
(95% CI)=13.7 (1.22-770.87); p=0.014.

Conclusion: Serum levels of anti-mCRP seem to be a useful laboratory marker of LN/SLE
activity and a predictor of worse outcome after standard treatment.

In the second part, we compared treatment with cyclophosphamide (CYC) to Cyclosporine A
(CyA) in proliferative LN.

Methods:

Forty patients (M/F 0,38, mean age 29 years) with clinically active proliferative LN were
randomly assigned to one of two sequential induction and maintenance treatment regimens
based either on CYC or CyA. The primary outcomes were complete renal remission or
response at the end of induction phase maintenance phase.

Results: In this clinical study comparing two sequential therapies there was no difference
between the groups in reaching remission or response to therapy. CyA was associated with a
reversible increase in blood pressure and decrease in glomerular filtration rate.

Conclusion: CyA was as effective as CYC in the induction and maintenance treatment in
patients with proliferative lupus nephritis.



1. Uvod

Systémovy lupus erythemotodes (SLE) je systétmové autoimunitni onemocnéni, které muze
postihnout prakticky jakykoliv organ ¢i systém [1-3].

SLE je nejéastéji diagnostikovan mezi 20.- 40. rokem Zivota. Zeny jsou postizeny asi 10x
Castéji [4]. Prevalence onemocnéni je od 15 do 51 ptipadt na 100 tisic obyvatel [5, 6]. Vyssi
incidence onemocnéni byla pozorovana u afrokaribského etnika, dale pak u asiatii a nejméné
Casto byvaji postizeni kavkazané [7].

Zakladnim patogenetickym mechanizmem pusobicim u SLE je produkce autoprotilatek proti
vlastnim jadernym a cytoplazmatickym antigenim a tvorba imunokomplext [8, 9]. Nicméné
primarni piicina této dysregulace neni dosud znama, v posledni dob¢ nékolik studii poukazuje
na spojitost s defektnim odstranovanim apoptotickych bun¢k [10, 11].

Onemocnéni SLE je pozorovano Castéji u pacientll s vrozenymi imunodeficiencemi, zejména
onemocnéni spojenych s nedostatkem urcitych komponent komplementu (napt. deficience
Clq esterdzy a C2 deficience), které¢ nésledné¢ zplsobuji hromadéni imunokomplext
v dasledku neschopnosti organismu je odstranit [12-14].

Recentné byla publikovdna nova (modifikovand) kriteria pro stanoveni diagnézy SLE,
ptipravena skupinou SLICC (Systemic Lupus International Collaborating Clinics). Toto
onemocnéni muze byt diagnostikovano u osob spliujicich minimalné 4 kritéria (z toho
alesponl jedno imunologické a jedno klinické) ¢i biopticky potvrzenou lupusovou nefritidu
(LN) a jedno imunologické kriterium [15].

1.1 Postizeni ledvin u SLE

Renalni postizeni je pozorovano u 25-65% pacientd se SLE [16]. Pfitomnost LN je jednim
mortalitou [17]. Klinicky obraz onemocnéni mize byt velmi rozmanity, ma tendence ke
stfidani obdobi remise a relapst, pficemz se pribéh u jednotlivych pacient velmi casto 1isi
[18]. Minimalni ¢i dokonce negativni mo¢ové nalezy nevylucuji pfitomnost LN. Aktivni LN
se miZe manifestovat proteinurii, aktivnim mocovym sedimentem i akutnim renalnim
selhanim [19]. Vcasna diagnostika a 1écba lupusové nefritidy je dulezita, nebot' casna
odpovéd’ na 1é¢bu je spojena s lepsi prognozou [20].

1.1.1 Vybrané protilatky u lupusové nefritidy

Autoprotilatky hraji jednu z usttednich roli v patogenezi SLE a LN. N¢které jsou asociovany
s aktivitou onemocnéni [21]. Po mnoho let patralo po tom, pro¢ se tvoii protilatky proti
vlastnim nukledrnim a cytoplazmatickym strukturdm, které jsou ukryty v bunce. Podle jedné
Z teorii dochézi na povrchu bunék prochazejicich apoptézou k akumulaci autoantigent, proti
kterym jsou Casto namifeny protilatky u pacientd se SLE [22]. U pacienti se SLE je
odstranovani tohoto apoptotického materialu zbrzdéno [23], protrahovana expozice téchto
autoantigent muze vést k ztraté periferni tolerance.

1.1.1.1 Protilatky proti Clq (anti-C1q)

Clq je molekula skladajici se z kolagenni casti koncici globuldrnimi hlavami.
Imunokomplexy se vazi na globuldrni ¢asti a anti-C1q protilatky na kolagenni ¢ast molekuly.
Vazba na Clq se projevi jen, pokud je navazéna na solidni struktury tkani, zftejmé& po zméné



konformace a odhaleni neoepitopi, které po vazbé nasleduje. Tyto protilatky byly nalezeny
Vv bioptickych nalezech z ledvin pacient s lupusovou nefritidou, kde byl 50x vyssi pomér
anti-C1g/IgG v glomerularnim extraktu nez v séru [24].

V experimentalni studii Trouwa a kol. [25] byla normalnim (BALB-c) mySim podana murinni
monoklonalni protilatka proti Clq, coz nasledné¢ vedlo k depleci C1q v cirkulaci a ukladani
Clq a anti-C1q v glomerularni bazalni membrané, ale bez prikazu vétsiho glomerularniho
poskozeni. Poté u téchto mysi k zminéné protilatce pfidali jeSt€ subnefritogenni davku
komplement fixacni anti-murinni GBM protilatky, ktera se zfejmé navazala v ledving, a na ni
se navazala Clq a anti-Clq, nasledné doslo k velkému pfilivu granulocytli a rozvoji velké
proteinurie [25]. K tomuto poskozeni nedoslo u mysi s C1q, C3 a C4 deficienci, lze tedy
predpokladat, ze se anti-Clq protilatky uplatiiuji pouze v kontextu imunokomplexovych
glomerulonefritid, jako je napt. LN.

Jednou z moznosti patogenického pusobeni anti-Clq by mohlo byt vyvazani Clq slozky
komplementu z cirkulace, nacez by doslo k hromadéni apoptotickych bun¢k, exprimujicich
autoantigeny na svém povrchu s naslednym rozvojem autoimunity [26].

Anti-Clq koreluji s aktivitou LN, zejména u proliferativnich forem [27-30], kde byly
nalezeny v glomerularni bazalni membrané [24]. VyS$$i prevalence téchto protilatek je u
pacienti s aktivni nefritidou [31]. Vzestup anti-Clq predikuje renalni relaps [32, 33], po
terapii dochazi k jejich poklesu [28]. Ve studii Trendelenburga a kol. [28] vysla vysoka
prediktivni hodnota negativniho vysledku, z ¢ehoz vyplyva, Ze negativni test na anti-Clq
témért vylucuje aktivni proliferativni LN.

Ke stanoveni anti-Clq se pouziva nyni jiZ béZn& dostupna ELISA metoda, kde se vyuziva
Clq jako antigen. Konformac¢ni zmény molekuly je dosazeno vazbou globularnich hlav Clq
na desticky. Aby nedoslo k vazani imunokomplext, jeZ maji pouze nizkou afinitu k Clq, je
vyuzito pufru [34].

1.1.1.2 mCRP a protilatky proti mCRP (anti-mCRP)

Za specifickych podminek (alterace pH, urémie, hypokalcémie) C-reaktivni protein (CRP)
ireverzibilng disociuje na monomery (mCRP) a tim odhali nové epitopy [35].

Ptedpokldda se, Ze mCRP hraje roli v indukci sekrece IL-8 neutrofily a tim potlacuje
apoptozu [36]. Dale pak zvysuje hladinu receptoru pro C3 (CD11b/CD 18) [37]. V kyselém
prostiedi se vaZze na IgG c¢ast imunokomplexli a tim miZe zifejm& hrat roli v jejich
odstranovani [38]. Protilatky proti mCRP (anti-mCRP) se vazi na nizko-afinitni receptory-
FcyRIIIb (CD16) [39]. Podobné jako CRP muze mCRP hrat roli v aktivaci komplementu
klasickou cestou [40].

mCRP navéazané na povrchu nekrotickych buné€k pfitahuje slozky komplementu, aktivuje jak
klasickou cestu via C1q a C4-bp (binding protein), zaroven i blokuje alternativni cestu
pomoci regulatort faktoru H a FLHI1 (faktor H-like protein) [41, 42]. mCRP se vaZze na
kolagenni ¢ast Clq [42], a zda se, Ze vyznamné podporuje fagocytozu bunék v pozdni fazi
apoptozy [42].

Recentné bylo publikovano, ze IgG protilatky proti mCRP (anti-mCRP) mohou participovat v
patogenezi SLE a LN [43, 44]. Anti-mCRP protilatky rozpoznaji podjednotky CRP, ale ne
nativni pentamerovou formu [45]. Tyto protilatky se pravdépodobné vazi na mCRP navazané
na povrchu tkani [46], napt. cévach, jatrech, kosternich svalech a ledvin¢ [47-49]. Tyto nalezy
podporuje i to, Ze anti-mCRP nekoreluji s hladinami cirkulujiciho CRP [46, 50].



Anti-mCRP mohou inhibovat vazbu mCRP na Clq ¢i H faktor a tim snizovat clearance
apoptotickych bunék u pacientii s LN [42].

Bellova a kolegové [35] popsali vysokou prevalenci téchto protilatek u pacientti se SLE. Dalsi
autofi je nalezli u nemocnych s antifosfolipidovym syndromem, a to jak idiopatickym, tak
asociovanym se SLE [51], popsany byly i u pacientt s aktivitou lupusové nefritidy [43, 51].
Jina studie s opakovanymi rendlnimi biopsiemi prokazala korelaci mezi anti-mCRP a indexem
aktivity [50], navic pacienti s pozitivitou anti-mCRP hife odpovédéli na 1é¢bu [43]. V
renalnich biopsiich pacienti s LN byla popsana v subendotelialnim prostoru a glomerularni
bazalni membran¢ kolokalizace IgG protilatek s mCRP, Clq a dsDNA [52]. Jina skupina
autorti tyto nalezy potvrdila a zarovein nebylo CRP pfi imunofluorescen¢nim vysetieni
zachyceno u pacientd s jinymi proliferativnimi nefritidami ani u zdravych kontrol [53].
Nakahara a kol. [54] vsak CRP depozita nalezla, jak u pacient se LN, tak i u pacienti s IgA
nefropatii.

Tyto protilatky nejsou zatim stanovovany rutinné, pouze in-house ELISA metodou, metodika
se mirng 1i8i dle jednotlivych laboratofi, kde byl vyzkum provadén [35, 51, 55].

1.1.2. Standardni terapie proliferativnich forem lupusové nefritidy

Proliferativni formy LN (tfida III a IV) jsou zdvaznym postizenim ledvin pii onemocnéni
SLE, které bez adekvatni 1é€by mohou vést k rendlnimu selhani a jsou spojeny se zvySenou
morbiditou a mortalitou. Pfi stanoveni této diagnozy se zahajuje tzv. indukéni 1écba, ktera ma
za ukol navodit remisi onemocnéni, na niz navazuje udrzovaci 1écba s cilem remisi udrzet.
Vybér terapie se lisi 1 podle toho, zda se jednd o prvni lé€bu pfi primomanifestaci LN ¢i o
1écbu opakovanych relapst. Jednotlivé studie je Casto obtizné mezi sebou srovnavat, i proto,
ze se 1181 definice relapst, remisi, cili a délky studii.

Zlatym standardem 1éCby proliferativnich forem lupusové nefritidy stale zlstavaji
nespecificka imunosupresiva a cytotoxické preparaty V Cele s cyklofosfamidem (CFA), a
nov¢ji mykofenolat mofetilem (MMF) a event. cyklosporinem A (CyA).

2. Hypotézy a cile prace
2.1. Hypotézy

1. Hladiny anti m-CRP protilatek koreluji s aktivitou onemocnéni SLE a jsou zvySené u
pacientil s aktivni LN.

2. Hladiny anti-mCRP protilatek nekoreluji se sérovymi hladinami proteinii akutni faze a
s hladinami protilatek typickymi pro LN.

3. Pozitivita anti-mCRP protilatek predikuje horsi odpovéd’ na terapii.

V druhé ¢asti prace jsme srovnavali U¢innost dlouhodobé 1éc¢by cyklosporinem A s pulsnim
cyklofosfamidem u nemocnych s proliferativnimi formami LN v ramci randomizované studie.

4. Indukéni terapie cyklosporinem A je stejné GCinnd jako terapie cyklofosfamidem
V navozeni remise LN a je mén¢ toxicka.

5. Po 9-ti a 18-ti mésicni terapii dochazi k upraveé hladiny komplementu C3 a poklesu hladin
protilatek (anti-dSDNA, anti-C1q a antinukleosom).



2.2 Cile

1. Provést korelaci anti-mCRP protildtek s aktivitou onemocnéni, definovanou indexem
aktivity onemocnéni SLE (SLEDAI) a porovnani hladin anti-mCRP protilatek u pacientl
s aktivni a neaktivni LN.

2. Provést korelaci hladin anti-mCRP protilatek s mCRP, sérovym amyloidem A (SAA),
hladinami anti-dsDNA a anti-C1q.

3. Ve dvouletém sledovani porovnat odpovéd’ (parcialni a kompletni remise vs. relaps ¢i non-
response) u pacientii se vstupni pozitivitou a negativitou anti-mCRP.

4. Porovnani odpovédi (navozeni remise onemocnéni) u skupiny lécené cyklosporinem A a
cyklofosfamidem po 9 a 18 mésicich a 7 letech terapie. Porovnat nezadouci ucinky terapie ve
skupiné 1é¢ené cyklosporinem A a cyklofosfamidem.

5. Porovnani piitomnosti C3, anti dsDNA, hladin anti-C1q a antinukleosomt u pacientii pied
terapii a po terapii ve skuping 1é¢ené cyklofosfamidem a cyklosporinem A.

3. Anti-mCRP protilatky u pacientu s lupusovou nefritidou-1.¢ast prace
3.1. Pacienti a Metody

Do studie bylo zatazeno 57 pacientti (M/Z 10/47) s medianem véku 32 let (18-65), splitujicich
kriteria pro SLE dle American College of Rheumatology (ACR) [56]. VSichni pacienti mé&li
LN prokazanou renalni biopsii v letech 1996-2010 na Klinice Nefrologie VFN a 1. LFUK.
Vysledky rendlni biopsie byly dodatecné patologem pieklasifikovany dle recentniho
hodnoceni mezinarodni nefrologické spolecnosti a renalni patologické spolecnosti (ISN/RPS)
[57].

V letech 2005-2010 bylo od téchto pacient odebrano celkem 119 vzorkl séra (vzorky byly
odebirany v riznych fazich onemocnéni, pocet vzorkd na pacienta byl v rozmezi 1-7). Jako
kontrolni material slouzily vzorky séra, odebrané 122 zdravym dobrovolnikim, vékové
korespondujicim se souborem pacientil.

Do druhé ¢asti projektu, zaméfené na vyznam anti-mCRP v predikci odpovédi na terapii, byli
zahrnuti pacienti (n=29) s nové diagnostikovanou aktivni LN, od kterych byl k dispozici
vzorek séra z doby rendlni biopsie. Sledovani byli po dobu 3,6 az 8,1 let (median 5,9) na
Klinice Nefrologie VFN a 1. LFUK a v Revmatologickém Ustavu v Praze. Po roce od renalni
biopsie jsme meli vysledky od 26 pacientii, dva pacienti byli ztraceni ze sledovani a jeden
pacient zemfel.

Vysledky na konci sledovani, k bfeznu 2014 (t.j. median 5,9 let) mame k dispozici u 25
pacientl. V priib&hu dlouhodobého sledovéani byla monitorovana incidence renalnich relapst.

Do doby analyzy byla séra pacientti skladovana v -80° C.
Definice

Aktivita celkového onemocnéni byla hodnocena indexem aktivity SLEDAI [58]. Za aktivni
rendlni onemocnéni jsme povazovali to, kde byla splnéna alespon 2 kriteria z nasledujicich:
aktivni mocovy sediment a/nebo proteinurie >0,5g/den a/nebo zhorSeni glomerularni filtrace o
>25% (oproti vstupnim hodnotam) a/nebo C3 hypokomplementemie.

Po jednom a dvou letech terapie byla hodnocena odpovéd’ podle Evropského konsenzu [59].

Relaps byl hodnocen jako zvySeni aktivity vyzadujici intenzivngj$i terapii, avSak az po
dosazeni minimalnég parcialni remise.



Za dobry vystup jsme povazovali dosazeni alespon parcidlni remise, naopak non-response ¢i
renalni reaktivace-relaps byly povazovany za negativni vystup.

V prodlouzeném sledovani byl hodnocen pocet rendlnich relapst, jako negativni vystup byl
hodnocen alespoii jeden relaps.

Stanoveni anti-m CRP protilatek

Hladiny anti-mCRP byly stanoveny pomoci in house ELISA dle Sjowall a kol [55]
S drobnymi modifikacemi. Sto nanogramt lidského nativniho CRP (Sigma, USA) bylo
rozpusténo ve 100 ul uhli¢itanového pufru (50 mM, pH 9,6), naneseno na mikrotitra¢ni
desticky (Maxisorp, Nunc, Dénsko) a inkubovano pies noc pti pokojové teploté. Po promyti
fosfatovym pufrem (PBS) s ptidavkem 0,05% Tweenu 20 bylo do desticky napipetovano 100
ul séra (fedéného 1: 20 PBS Tweenem) a inkubovéno pfi pokojové teploté po dobu 60 minut.
Po opétovném promyti PBS-Tweenem, bylo pfidano 100 pl krali¢ich IgG protilatek proti
lidskym y-fetézcim, konjugovanych s alkalickou fosfatazou (DAKO, Dansko) - (fedéno
1:500 v PBS-Tween). Po hodin¢ inkubace a promyti PBS Tweenem bylo ptfidano 100 ul p-
nitrofenyl fosfatu (Sigma, USA) rozpusténého v reakénim pufru (uhli¢itanovy pufr, 50 mM,
pH 9,6; 1 mM MgCl,) do finalni koncentrace 10 mg/ml. Po hodiné¢ inkubace (pokojova
teplota, temno) byla reakce ukoncéena ptidanim 25 ul 3 M NaOH. Absorbance byly odecteny
pfi 405 nm. VSechny vzorky byly analyzovany v kvadruplikatech. Kalibra¢ni kiivka byla
zkonstruovana sériovym fedénim nejpozitivnéjSiho vzorku vzorkem negativnim. Vysledky
jsou uvedeny v jednotkach (AU), které jsou vyjadienim % nejvyssiho vzorku. Detekéni limit
byl 15.

Stanoveni dalSich parametrit

Na stanoveni byly pouzity komerén€ dostupné ELISA kity pro SAA (Invitrogen, USA) a
antiClq (Buhlmann Laboratories, Svycarsko). Vse vyse uvedené, véetné anti-mCRP, bylo
méfeno v ULBLD VFN a 1.LFUK.

High sensitivity CRP (Siemens, USA) bylo méfeno nefelometricky na pfistroji BN II
(Siemens, USA) v UHKT.

V dobé odbéru vzorku, béhem rutinniho skriningu byly stanoveny dal$i imunologické
parametry - slozky komplementu- C3 a C4 (nefelometricky, Siemens, USA), anti-dsDNA (IF
a/nebo ELISA, Orgentec, Némecko), anti-dsDNA bylo hodnoceno semikvantitativné z
divodu sjednoceni vice metod), antinukleosomy (ELISA, BL Diagnostika, Némecko). Stejné
tak 1 zdkladni biochemické parametry, v€etn€ stanoveni clearance endogenniho kreatininu a
kvantitativni proteinurie, v§e méfeno v ULBLD VEN.

Statistické zpracovani

Vzhledem k negaussovskému rozloZeni byla data analyzovana pomoci neparametrickych
testd. Vysledky jsou uvadény jako median a 5. — 95. percentil. Mann-Whitney rank sum test,
Kruskal-Wallisova ANOVA a Spearmantv korelaéni koeficient byly pocitany pomoci
programu STATISTICA (verze 10). %2, Fisher exact test a logisticka regrese byla pocitana
pomoci programu Epilnfo (verze 3.5.3). Vzorkiim s koncentraci protilatek anti-mCRP nizsi
nez byl limit detekce (15 AU), byla pro tcely vypoctl piifazena hodnota 7,5 AU.

3.2. Vysledky

Vzhledem k tomu, ze anti-mCRP nepatii k bézné vysSetfovanym analytim, neni k dispozici
ani referencni material ani informace o tom, jaké hladiny lze povazovat za normalni. Pro
ucely nasi studie jsme tudiz stanovili vlastni referen¢ni hodnoty na zakladé¢ souboru 122
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zdravych dobrovolnikd. Celkem 68 (56 %) z nich mélo hladiny anti-mCRP pod detekénim
limitem metody (<15 AU), maximalni hodnota byla 72,4 AU. Za horni hranici normy
povazujeme hodnotu rovnou 95. percentilu tohoto kontrolniho souboru, tj 45,45 AU.

Porovnavali jsme hladiny anti-mCRP pacienti a zdravych kontrol, v souladu s o¢ekavanim
byly vyznamné vyssi hladiny protilatek u pacientti nez u kontrol (21,1 AU (7,5-98,6) vs 7,5
AU (7,5-45,5); p=0,012). Ve studii byli pacienti nachazejici v rizném stadiu onemocnéni,
néktefi méli aktivitu renalniho onemocnéni, jini byli v remisi. Hladiny anti-mCRP byly
vyznamné vys$i u pacientu s aktivitou LN (26,78 AU (7,5-89,38) vs 7,5 AU (7,5-30,57);
p=0,009).

Pozitivni anti-mCRP m¢la tietina pacientti s aktivitou LN, ve skupiné pacientt s neaktivni LN
se nikdo s pozitivnimi anti-mCRP nenaSel. Tento rozdil je na samé hranici statistické
vyznamnosti (p=0,051).

U tohoto souboru jsme zjistili vyznamnou korelaci mezi hladinami anti-mCRP a celkovou
aktivitou SLE, charakterizovanou indexem SLEDAI (rs= 0,406, p=0,002).

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o vySetieni protilatek proti mCRP, nas zajimalo, jaky je vztah
k vybranym proteintim akutni faze. Anti-mCRP nekorelovaly s SAA ani s hsCRP.

Zkoumali jsme souvislost mezi anti-mCRP a dal§imi imunologickymi parametry typickymi
pro aktivitu LN. Anti-mCRP nekorelovaly s hladinami anti-C1q (rg= 0,127; p<0,353).

Statisticky vyznamna byla korelace mezi poklesem slozky komplementu C3 a vzestupem anti-
MCRP (rs=-0,509, p <0,0001), stejné tak i poklesem C4 a vzestupem anti-mCRP (rs = -0,528,
p<0,0001).

Dale jsme srovnavali hladiny anti-mCRP u pacienti anti-dsDNA pozitivnich a negativnich.
Pacienti s pozitivitou anti-dssDNA méli hladiny anti-mCRP signifikantné vyssi 31,6 AU (7,5-
91,6) vs 7,5 AU (7,5-57,8); p=0,007.

Jednim z naSich pfedpokladii bylo, ze by pacienti s proliferativnimi tfidami LN méli mit vyssi
hladiny anti-mCRP. Vysledn¢ rozdil mezi jednotlivymi skupinami nebyl statisticky vyznamny
(p =0,85).

Porovnali jsme 1 proliferativni formy LN (tj. tfida III, IV, kombinované formy III+V a IV+V)
s neproliferativnimi (tfida II), kterou tvofili pouze 2 pacienti, a ani zde jsme neprokazali
rozdil (p=0,945).

Predikce odpovédi na lécbu

V duhé ¢asti prace jsme na skupiné pacientd (n=29), sledovanych po dostatecné dlouhou dobu
ovétovali predpoklad, zda by vstupni koncentrace anti-mCRP (a pfipadné jinych parametr()
mohly slouZit jako prediktor odpovédi na 1é€bu.

Hlavnim cilem bylo otestovat, zda né&ktery z vySetfovanych parametri mize slouZit jako
prediktor odpovédi v riznych Casovych intervalech. Nejvétsi diraz jsme kladli na anti-mCRP,
nicméné testovali jsme 1 moznou roli dal§ich moznych faktorti, které by mohly odpovéd’ na
1é¢bu ovliviiovat.

Po roce terapie (na konci induk¢ni faze) 5 pacientti se vstupni anti-mCRP pozitivitou alespon
parcialné odpovédélo na 1é¢bu, 6 pacientd zistalo bez odpovédi. Ze skupiny anti-mCRP
negativnich mélo ptiznivou odpoveéd’ 9 pacienttli a 5 pacientil na terapii neodpovedélo.

Po roce terapie nebyla anti-mCRP pozitivita vy$$im rizikem pro horsi odpovéd’ na 1é¢bu, OR
(95% CI1)=1,8 (0,29-11,44); p=0,268.
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Po dvou letech terapie 5 pacienttl, se vstupni anti-mCRP pozitivitou, odpoveédélo na terapii (¢i
odpovéd’ udrzelo), 6 pacientti mélo neptiznivou odpoveéd’ (bud’ na terapii neodpovédéli viibec,
¢i po dosazeni odpovédi zrelabovali). Narozdil od skupiny anti-mCRP negativnich, kde na
konci druhého roku vétSina pacientti (13/14) dosédhla pfinejmenSim parcidlni odpovédi a
pouze jeden pacient na 1é¢bu neodpovédél, zadny nemél po dosazeni odpovédi relaps.

Z univariatnich analyz vySly dva nadéjné prediktory a to vstupni anti-CRP pozitivita OR
(95% ClI1)=13,7 (1,22-770,87); p=0,014 a Spatna odpoveéd na 1écbu po roce sledovani OR
(95% ClI)= 10,8 (0,98-596,62); p=0,027.

Identifikované prediktory jsme podrobili detailngjsi analyze-vzhledem k tomu, ze spolu
vzajemn¢ nekoreluji (rs=0,144, p=0,482), lze je povazovat za nezavislé rizikové faktory.
Jejich vzdjemnou kombinaci bychom mohli odpovéd v druhém roce terapie predpovédet
spolehlivéji, nez pii pouziti prediktorti zvlast. Velikost souboru pacientli je vSak pomérné
mald, a tak neumoziuje korektni provedeni vicendsobné regrese. Z univariatnich analyz (viz
vyse) vyplyva, ze riziko nesené obéma faktory je zhruba stejné (OR 10,8 vs 13,7), a tak si
muzeme dovolit oba faktory pro ucely vypoctl sloucit do jednoho prediktoru. Tento slouceny
rizikovy faktor (SRF) mize nabyvat hodnot 0 (pacient neméd ani vstupni anti-mCRP
pozitivitu, ani nepiiznivou odpovéd’ v prvnim roce), 1 (pacient ma jen jeden z rizikovych
faktoril) a 2 (pacient nese oba rizikové faktory). Takto upravena data jsme analyzovali
logistickou regresi: vystupem byla odpovéd’ ve druhém roce, jakozto prediktor slouzil SRF.
Z analyzy vyplyva, ze ptitomnost jediného z vySe uvedenych rizikovych faktori vyrazné
zvySuje riziko neptiznivé odpovédi, OR (95%Cl1)=26,3 (2,2-308.7), p=0,0094. V piipadé, ze
pacient ponese oba rizikové faktory, bude (ve srovnani s pacientem bez rizikového faktoru)
celit vice nez padesatindsobnému riziku negativni odpovédi v druhém roce.

Pacienti byli sledovani do biezna 2014, celkova doba sledovani byla 5,9 let (3,6-8,1 let).
Sledovali jsme kolik pacientd mélo v mezidobi rekativaci renadlniho onemocnéni (relaps).

Ctyfi z deseti vstupné anti-mCRP pozitivnich pacienti mélo alespon jeden relaps, jedna
pacientka neodpovédéla na terapii a nasledné progredovala do ESRD.

Ve skupiné vstupné anti-mCRP negativnich méli 2 pacienti z 9 relaps, jeden z nich dale
progredoval do ESRD.

Opét jsme zkouSeli rizné parametry, které¢ by mohly ptfedvidat hor$i vyvoj onemocnéni.
Nenasli jsme zadny rizikovy faktor mezi zkouSenymi parametry, i kdyz anti-mCRP se
pohybuje v blizkosti hranic statistické vyznamnosti.

Zajimalo nés, zda maji anti-mCRP vliv na dobu dosazeni remise, pfedpokladali bychom
prodlouzenou dobu aktivity onemocnéni. Mezi skupinami (anti-mCRP pozitivnimi vs
negativnimi) nebyl rozdil, co se ty¢e doby dosazeni alesponi parcidlni odpovédi: (median
(25%-75%) 10,5 (2,95-21,35) vs 14 (5-36) mésict, p=0,12.

3.3. Diskuze

Vyskyt anti-mCRP protilatek byl popsan jiz n€kolika skupinami autorti, nej¢astéji u pacientti s
diagnostikovanym SLE [35, 50, 60].

Prevalence anti-mCRP se u pacienti se SLE se vriznych studiich liSi, popsana byla
v rozmezi od 23 % do 78 % [35, 44, 50, 51, 55]. Zalezi na spektru pacientli, obecné byva
prevalence vyssi u pacientll s aktivnéjSim a zejména renalnim postizenim. U celého souboru
nasich pacientl s LN (s aktivnim onemocnénim i remisi) byla prevalence 26,3 % (tj pii dolni
hranici vySe uvedeného rozpéti). U pacienti s aktivni nefritidou vSak byla prevalence vyrazné
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vyssi - 44,8 %, coz je zcela v souladu s publikovanymi vysledky Sjowalla a kol. [43]. Zna¢né
Siroké rozmezi publikovanych prevalenci anti-mCRP muze byt rovnéz zptisobeno tim, Ze toto
vySetfeni neni zatim rutinné pouzivano a k dispozici neni zadny referenni material.
Referencni meze, které si stanovuji jednotliva pracovisté¢ sama, se tedy mohou vyrazné lisit.
My jsme za horni hranici referen¢niho rozmezi povazovali 95. percentil v kontrolnim souboru
122 zdravych dobrovolnikti. Obdobny postup zvolila i dalsi pracovisté [43, 51].

Renalni aktivitu SLE Ize v soucasné dobé¢ stanovit n€kolika zptsoby. Jako nejpresnéjsi
se jevi mikroskopické vySetieni vzorku ledviny s posouzenim aktivity a chronicity, kde je
dobfe patrny vyvoj zmén po terapii. Toto invazivni vysetieni vSak s sebou nese znac¢na rizika
pro pacienta. Rutinné vysetfované sérové ukazatele mohou byt pii posuzovani aktivity LN
pfinosné, sledovany jsou zejména protilatky anti-dsDNA, slozky komplementu C3 a C4 a
nov¢ji 1 anti-Clq protilatky. Ani tyto ukazatele nelze povazovat za zcela postacujici, a tak se
nemalé Usili vénuje hledani dalSich markerii, které by pomohly monitorovat aktivitu
onemocnéni a predvidat jeho dalsi pribéh. Jednim z novych nadéjnych ukazateli by mohly
byt pravé anti-mCRP protilatky. Jednim z cili nasi studie proto bylo posoudit vztah anti-
mCRP protilatek a aktivity LN (pfipadné vztah anti-mCRP a ostatnich markert aktivity LN).

Jiz ngkolik desetileti se k diagnostice a sledovani aktivity SLE vyuzivaji anti-dsSDNA
protilatky, které bézné nachazime v séru i v glomerulech pacientd s LN [61], a jejichZ sérové
hladiny koreluji s aktivitou onemocnéni [62, 63]. V na$i studii nas zajimal vztah téchto
osvéd¢enych markerd onemocnéni a anti-mCRP. V souladu s pozorovanim ostatnich autori
[50] jsme nalezli zvySené hladiny anti-mCRP u pacientt s pozitivitou anti-dsDNA.

Dalsim ¢astym nalezem u pacienti s aktivitou SLE a LN je hypokomplementemie [64].
V souladu s publikovanymi pracemi jsme i v naSem souboru prokazali mirnou (avSak
statisticky velmi vyznamnou) inverzni korelaci anti-mCRP s hladinami C3 i1 C4 slozky
komplementu (rs=-0,501 a rs=-0,528, p<0,0001) [50]. Ur¢itou, na komplementu nezavislou,
roli anti-mCRP protilatek v patogenezi LN mize naznaCovat fakt, Ze nebyla prokazana
korelace mezi anti-mCRP protilatkami a anti-Clq. I toto pozorovani je ve shodé s jinymi
autory [43].

vvvvvv

jsou vyznamné (vice nez tiikrat) zvySené u pacientl s aktivitou LN. U Zadného pacienta bez
renalni aktivity nemoci nebyly tyto protilatky zachyceny. Na zékladé predchozich vysledku se
zda, ze anti-mCRP by mohly slouzit jako uzite¢ny marker aktivity.

Pro mozné vyuziti anti-mCRP jakozto markeru aktivity onemocnéni (alespont u té Casti
nemocnych u které byly zjistény) svéd¢i i pozorovani Sjowalla a kol. [43], kteti
pozorovali pokles téchto protilatek u pacientl pti pfechodu do remise onemocnéni.

Domnivali jsme se, ze by pacienti s proliferativnimi typy LN mohli mit vyS$§i hladiny anti-
mCRP. Tyto ttidy LN jsou spojeny s vétsim poskozenim glomerult a hor$i prognézou pokud
nejsou adekvatng 1éceny [20, 65]. Pii porovnani jednotlivych typd LN jsme nenasli statisticky
vyznamné rozdily. Z toho vSak nelze tvofit definitivni zavery, nebot’ ve skupin€ pacientd
s neproliferativni LN bylo velmi malo jedinct. To bylo velmi pravdépodobné zptsobeno tim,
7ze pacienti s neproliferativnimi formami, z divodu minimélnich laboratornich nalezi,
nebyvaji tak asto bioptovani, a tedy i odhaleni.

Hladiny CRP v plazmé¢ jsou u pacientii se SLE i pfes aktivitu onemocnéni nizké [46]. Divod
téchto sniZzenych hladin je stile neobjasnény, zda se vSak, ze protilatky anti-mCRP na toto
nemaji vliv [44, 60]. V souladu s o¢ekavanim jsme v nas$i studii nenalezli Zadny vztah mezi
CRP a hladinami anti-mCRP. Otazka snizeného CRP tak zistava stile oteviena. Jednim
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z nov¢ diskutovanych mechanismu je potlac¢eni tvorby CRP (fizené IL-6) v hepatocytech, za
kterym stoji IFNa [66]. Jinym divodem muze byt zrychlend konverze CRP na mCRP [67].

Kromé¢ renalni aktivity nas zajimalo, zda by anti-mCRP mohly souviset s celkovou aktivitou

onemocnéni. V nasi studii jsme potvrdili, Ze anti-mCRP korelovaly s aktivitou celkového
onemocnéni SLE [43, 44, 50].

Krom¢ markerti aktivity onemocnéni se dlouhodob¢ hledaji mozné prediktory odpovédi na
standardni terapii. Pfedviddnim reakce daného pacienta na lécbu lze terapeuticky piistup
modifikovat a zvysit tak Sanci na uspesnou 1éCbu s minimalizaci vedlejSich u¢inka netcinné
terapie. Protilatky anti-mCRP by tento prediktivni potencidl mit mohly, alespoil to naznacuji
vysledky Sjowalla a kol., ktefi popsali vice nez dvojndsobné riziko neptiznivé terapeutické
odpovédi (potvrzené i1 opakovanou rendlni biopsii) u pacientd se vstupni anti-mCRP
pozitivitou [43, 68]. Navic pozorovali u jednotlivych pacienti pokles hladin anti-mCRP
Vv zavislosti na snizeni aktivity onemocnéni. Jejich soubor ¢ital 38 pacientd s aktivni LN,
sledovanych po dobu primérné 8 mésict. Tyto vysledky jsou velmi slibné, doba pozorovani
je vsak pomérn¢ kratka. Hlavnim cilem nasi studie tudiz bylo ovéfit, zda vstupni pozitivita
anti-mCRP muze predikovat odpovéd’ na standardni 1é¢bu a zda jsme predikce schopni i
v del$im casovém horizontu. U naSich pacientli s nové¢ diagnostikovanou LN jsme proto
Vv zavislosti na vstupnich hladinach anti-mCRP hodnotili terapeuticky vystup po roce a dvou
letech sledovani a poté Cetnost relapsti v dals$im sledovani (median 5,9 let). Kromé anti-mCRP
jsme testovali i1 dal§i mozné laboratorni ¢i klinické prediktory odpovédi.

Kupodivu nebyl po roce sledovani rozdil v odpovédi na terapii mezi vstupné anti-mCRP
pozitivnimi a negativnimi pacienty patrny (OR=1,76; p=0,368). To neni zcela v souladu
s vysledky Sjowalla a kol, které byly ziskany na pacientském souboru s velmi podobnou
klinickou charakteristikou [43]. Tato neshoda muze byt dana mensi velikosti naseho souboru
(25 vs 38), mirn¢ delsi dobou sledovani (1 rok vs 8 mésict), jinou ,,cut-off* hodnotou pro
posuzovani anti-mCRP pozitivity ¢i pouzitim jinych kriterii pro hodnoceni odpovédi na
terapii [59]. Narozdil od zminé€né prace §védskych autorti jsme neprovadéli kontrolni
rebiopsii, jejiZ provedeni povaZujeme, z divodu jiZ diive zminovanych rizik pro pacienta, za
neopravnéné.

V dalsi fazi naseho sledovani, po dvou letech terapie (t.j. az v priitbéhu udrzovaci 1é€by), jsme
identifikovali dva vyznamné nezavislé prediktory. Pacienti, ktefi v prvnim roce na terapii
neodpovédeli, maji ve druhém roce zhruba desetkrat vyssi riziko nepfiznivého terapeutického
efektu. Podobné riziko neuspéchu terapie ssebou nese i vstupni pozitivita anti-mCRP
protilatek. Je-li pacient nositelem obou rizikovych faktorti, musime u ng pocitat s
padesatindsobnym rizikem selhani terapie v druhém roce. Takto silna predikce nds vede ke
spekulaci, Ze u pacientl s vstupni anti-mCRP pozitivitou, kteti zaroven adekvatné neodpovi
na terapii v priabéhu induk¢ni terapie do jednoho roku, by mélo byt zvazeno zintenzivnéni
stavajici terapie €i nasazeni alternativni, napf. biologické terapie.

Oproti silné predikci ve druhém roce, v prodlouzeném sledovani po dobu piiblizné 6 let se
anti-mCRP protilatky nezdaly byt statisticky vyznamnym prediktorem pro vétSi mnozstvi
relapst (OR=5; p=0,092). Jednim z moZnych diivodli mohla byt i1 intenzivngjsi 1écba pacientti
se Spatnou odpovédi na indukéni 1é€bu a tim 1 suprese protilatek, které se prokazatelné snizuji
po uspésné terapii s navozenim odpovédi [43], pfili§ dlouha doba mezi stanovenim hladiny
anti-mCRP a vyhodnocenim odpovédi, nehomogenita pacientského souboru (doba sledovani
se pohybuje v rozmezi 3,6-8,1 roku), pfipadné i nedostate¢na velikost pacientského souboru.
Mizeme ptedpokladat, ze vySetfeni hladin anti-mCRP protilatek v pozdéjsi dobé (napi po
dvou letech od zahijeni terapie) by mohlo tuto predikci vyrazné zlepsit. Jedna se vSak o
spekulaci, pro kterou nemdme dostatecné dikazy.
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Dle nasich znalosti nikdo neprovadél studii s dlouhodobym sledovanim vlivu téchto protilatek
na vyvoj onemocnéni, proto jsou nase data v tomto smyslu unikatni. Velmi prekvapivé je
identifikace nebyvale silnych prediktorii ve druhém roce terapie.

Limitaci na$i studie byl men$i soubor pacientt, nicméné vzhledem k vzacnosti tohoto
onemocnéni je velmi nesnadné soubor vyrazné rozsitit. Déale pak absence rebiopsie, avsak pro
rizika spojena s vykonem je témét vylouCené toto vySetfeni provadét bez dostatecného
klinického divodu. Vyhodnéjsi by bylo i1 analyzovat vzorky séra i v pribéhu sledovani, ta
jsme vSak méli k dispozici jen u malé ¢asti pacienti. Vzhledem k velmi nadéjnym vysledkiim
této pilotni studie by v budoucnu bylo vhodné provést rozsahlejsi (multicentrickou)
prospektivni studii, kterd by s definitivni platnosti potvrdila/vyvratila uziteCnost anti-mCRP
protilatek v predikci odpovédi na terapii. Na jejim zdkladé¢ by bylo mozno modifikovat
doporucené postupy pro terapii SLE.

3.4. Zavéry

V nasi praci jsme nalezli anti-mCRP protilatky u pacienti s aktivitou LN (26,78 AU (7,5-
89,38) vs 7,5 AU (7,5-30,57); p=0,009), zaroven korelovaly s aktivitou celkového
onemocnéni SLE, charakterizovaného SLEDALI (rs= 0,406, p=0,002).

Anti-mCRP byly zvySeny u pacienti s anti-dsDNA pozitivitou, inverzn¢ korelovaly se
slozkami komplementu. Anti-mCRP nekorelovaly s proteiny akutni faze.

Zasadnim nalezem bylo zjiSténi, ze pozitivita téchto protilatek vstupné predznamenava horsi
odpovéd” na 1é¢bu po dvou letech standardni terapie, OR (95% CI)=13,7 (1,22-770,87);
p=0,014. Dal$im rizikovym faktorem byla hor$i odpovéd’ na terapii v prvnim roce. Pfi
vySetfeni logistickou regresi pifitomnost jediného z vySe uvedenych rizikovych faktort
vyrazné zvysuje riziko neptiznivé odpovédi, OR (95%C1)=26,3 (2,2-308,7), p=0,0094. V
ptipadé, Ze pacient ponese oba rizikové faktory, bude (ve srovnani s pacientem bez rizikového
faktoru) Celit vice nez padesatinasobnému riziku negativni odpovédi v druhém roce.

4. Utinnost dlouhodobé 1é¢by cyklosporinem A a pulsnim cyklofosfamidem u
nemocnych s proliferativnimi formami lupusové nefritidy. VIiv terapie na hladiny
protilatek anti-Clq a antinukleosomii- 2.¢ast prace

4.1. Pacienti a metody

CYCLOFA LUNEje multicentrickd otevienda randomizovand kontrolovand studie
srovnavajici ucinnost a snasenlivost 1écby cyklosporinem A a pulsnim cyklofosfamidem u
pacientt s proliferativnimi formami LN (tfida III a IV).

Od ledna 2002 do prosince 2006, bylo v sedmi klinickych centrech v Ceské Republice a na
Slovensku, zafazeno 40 pacientt se SLE, splnujici kriteria ACR [56] a nové diagnostikovanou
proliferativni LN (biopticky prokazanou) dle svétové zdravotnické organizace (WHO) [69] ¢i
ISN/RPS [57]. Zaroven pacienti v dobé zatfazeni spliiovali laboratorni aktivitu onemocnéni,
jez byla definovana jako alespoii 2 kriteria z nasledujicich: proteinurie >0,5g/den,
mikroskopickd hematurie nebo C3 hypokomplementemie. Vékova hranice pro zatazeni byla
18-50 let.

Pfed zafazenim do studie pacienti podepsali informovany souhlas. Studie byla schvalena
lokalnimi etickymi komisemi.
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Zatazeni nemohli byt pacienti s pfedchozim uzivanim CFA ¢i CyA. DalSim z vylucovacich
kriterii byla perzistenzni elevace sérového kreatininu >140 pmol/l, nekontrolovana
hypertenze, t¢hotenstvi ¢i kojeni, cytopenie nemajici vztah k zdkladnimu onemocnéni, dale
koincidujici zavazna infekce, maligni onemocnéni, zdvazné jaterni onemocnéni a viedova
choroba gastroduodena.

Randomizace do pfislusnych vétvi studie probihala pomoci specidlniho pocitacového
programu, provadéném centralné v nepfetrzitém 24 hodinovém provozu. Randomizace byla
provedena do 48 hodin od provedeni renalni biopsie.

Doba studijni 1écby trvala 18 mésictli, z toho 9 mésici indukéni terapie a 9 mésicii udrzovaci
terapie.

vetev 1 — CFA: pacienti obdrzeli 8§ pulzl i.v. (v davce 10 mg/kg) v obdobi 9 meésict
v prodluzujicich se intervalech (2x po 3 tydnech, 4x po 4 tydnech, 2x po 6 tydnech),
nasledovalo 4-5 p.o. pulzt (10mg/kg) v 6-8 tydennich intervalech.

véetev 2- CyA: byl podavan kontinudlné p.o., v davce 4-5 mg/kg/den po dobu 9 mésici.
Nasledné byla davka snizena na 3,75-1,25 mg/kg/den po dobu dalsich 9 mésict.

Ob¢ vétve mély v kombinaci postupné se snizujici udrzovaci davku p.o. metylprednisolonu
podavanou po dobu 18 mésicti. Vstupni davka byla 0,8 mg/kg/den, béhem 8 tydnil se snizila
na 0,2 mg/den, od 3 mésice byla davka 12 mg/den, od 5 mésice 8mg/den, od 16 mésice 4

mg/den.
Definice

Primérnim cilem bylo navozeni remise onemocnéni na konci indukéni a udrzovaci faze
terapie.

Sekundarnim cilem byla incidence nezadoucich ucinkli a dalsi obdobi bez exacerbaci
ledvinného onemocnéni.

Kompletni remise- hladina sérového kreatininu v normélnim rozmezi, se stabilnimi ¢i
zlepSenymi hodnotami oproti vstupnim a inaktivni mocovy sediment a normalni hodnoty
proteinurie (<0,3g/24h).

Odpovéd’ na terapii- hladina sérového kreatininu v normélnim rozmezi, se stabilnimi ¢i
zlepSenymi hodnotami oproti vstupnim a minimalné 50% redukce proteinurie, t.j. pod 3g/den,
pokud byla vstupné nefroticka, nebo < 0,5g/den, pokud nebyla vstupné nefroticka a negativni
mocovy sediment nebo minimalné 25% zvyseni C3 hladiny komplementu.

Selhani 1écby- definovano jako zhorSeni rendlni funkce (zvySeni sérového kreatininu o 50
umol/1) nebo perzistujici nefroticka proteinurie (>3,5g/den) nebo novy ¢i perzistuji nefriticky
syndrom, splitujici nejméné 3 znasledujicich kriterii: 33% vzestup sérového kreatininu,
aktivni mocovy sediment, proteinurie >0,5g/den nebo C3 hypokomplementemie.

Relaps- byl hodnocen na konci udrzovaci faze (tj. 18 mésici terapie), definovan stejné jako
selhani 1écby s tim, Ze podminkou bylo dosazeni odpovédi na terapii na konci indukéni faze.
V dlouhodobém sledovani byl relaps definovan jako nova rendlni aktivita onemocnéni

v

vyzadujici agresivnéjs$i imunosupresivni terapii.

V dlouhodobém sledovani (po ukonceni studijniho protokolu) bylo rendlni zhorSeni
hodnoceno dvojstupnove. Jako vzestup sérového kreatininu o 50% ¢i vice nebo vice nez

cv v

sérového kreatininu zachyceno na konci obou studijnich fazi a soucasné pii obou kontrolach
po studii byla tato zména hodnocena jako trvala.
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ESRD bylo definovano jako zhorSeni rendlni funkce vyzadujici ndhradu funkce ledvin
(dialyzu ¢i transplantaci).

Provedend vySetieni

Vysetfované imunologické testy zahrnovaly zjisténi pfitomnosti cirkulujicich autoprotilatek a
to antinuklearnich (ANA)-IF, anti-dsDNA (ELISA, Orgentec, Némecko) a hodnoty C3 a C4
komponent komplementu (nefelometricky, Siemens, USA) na nasem pracovisti — nebo jinymi
standardnimi laboratornimi metodami jednotlivych pracovist’.

V imunologické laboratofi FN Olomouc byly stanoveny anti-Clq ELISA metodou
(Buhlmann Laboratories, Svycarsko) a antinukleosomy (Organtec Diagnostica GmbH,
Némecko). Tato vySetfeni byla provedena dodate¢né ze vzorkt mrazenych sér.

Aktivita choroby klasifikovana vysettujicim 1ékafem podle systému SLEDAI [58].

Po ukonceni studijniho protokolu byla provedena dvé vyhodnoceni stavu pacientli, pomoci
dotazniki zaslanych do jednotlivych klinickych center, a to v dubnu 2009 a dubnu 2012.
Analyzovana byla data od pacientu, ktefi byli sledovani vice nez 5 let od randomizace.

Zajimaly nas parametry rendlnich funkei (hladiny sérového kreatininu, proteinurie, vysetfeni
mocoveého sedimentu)

Soucasti dotazniku bylo vyhodnoceni vysetieni dlouhodobého poskozeni organti v zavislosti
na zékladnim onemocnéni pomoci Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index (SLICC/ARI Dl).

Dale jsem vyhodnocovali nezadouci Uc€inky terapie: ESRD, tmrti, maligni onemocnéni,
zavaznd kardiovaskularni onemocnéni, komorbidity, zajimalo nas mnozstvi naslednych
téhotenstvi ¢i sterilita. Rovnéz byla zaznamendna dalS$i imunosupresivni terapie kterou
pacienti obdrzeli.

Statistické zpracovani

K porovnani mezi skupinami byl pouzit neparovy t-test v jednotlivych skupinach bylo
provedeno srovnani za pomoci parového t-testu. Kategorické proménné byly srovnany y2 a
Fisher exact testem. Kiivky pieziti byly konstruovany pomoci Kaplan-Meierovy metody a
statisticky testovany log-rank testem. Pacienti vyfazeni béhem protokolu studie byli zafazeni
do analyzy ptezivani a Gi¢innosti 1éCby.

Porovnani protilatek u jednotlivych skupin pomoci Mann-Whitney rank sum testu.

V prodlouzeném sledovani byla normalné rozlozena data porovnana parovym t-testem, na
ostatni byl pouzit Wilcoxon rank sum test.

4.2. Vysledky

Ze 40 pacientd M/Z 11/29, pramérny vék 29 let (18-49), spliiujicich vstupni a vylu¢ovaci
kriteria, bylo 21 pacientli randomizovéano do vétve 1écené CFA a 19 do vétve 1é€ené CyA.

Nebyl rozdil ve vstupnich renalnich a imunologickych parametrech mezi skupinami, stejné
tak byla srovnatelna i celkova aktivita onemocnéni hodnocena SLEDAL

Béhem studie bylo ze studie vyfazeno 5 pacientil, z toho v prab&hu prvnich 9 mésict terapie 2
pacienti. Jeden pacient byl z vétve 1écené CFA pro rychle se zhorSujici rendlni insufucienci,
progredujici do ESRD. Druhy pacient byl z vétve CyA, laboratorné¢ doSlo ke zhorSeni
proteinurie, mocového sedimentu, bylo podezieni na non-compliance s lé€bou. Béhem
udrzovaci faze byli vyfazeni dal$i 3 pacienti, vSichni z vétve CFA. Dva pacienti pro nefriticky
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relaps s nutnou upravou medikace, jeden pacient pro akutni projevy neurolupusu s nutnou
intenzifikaci terapie.

V prvni ¢asti dlouhodobého sledovani (duben 2009) jsme obdrzeli dotaznik s informacemi o
38 pacientech, v dalsi fazi (duben 2012) jsme ziskali detaily o pribéhu onemocnéni o 36
pacientech. Ze 4 ztracenych pacientll jsme od 2 méli informace pokryvajici dobu 5 let od
randomizace, tedy jsme s nimi pocitali i v dlouhodobém sledovani.

Davka CyA musela byt redukovéana u 3 pacienti z divodu piechodného zhorSeni renalnich
funkci. U dvou pacientti bylo nutno podat vyssi davky metylprednisolonu 1.v. pro extrarenalni
aktivitu. Davka metylprednisolonu byla u ostatnich pacientl v rozmezi povoleném
protokolem.

Odpovéd’ na terapii

Na konci induk¢ni faze na terapii odpovédélo 11 pacientlh z CFA a 8 pacienti z CyA vétve.
Kompletni rendlni remise dosahlo 5 pacientl v kazdé vétvi. Na terapii neodpovédélo 7
pacient z CFA a 3 pacienti z CyA vétve, mezi skupinami nebyly statisticky vyznamné
rozdily. Tti pacienti z CFA vétve a 7 pacientll z CyA nesplnili kriteria pro dobry ani Spatny
vystup.

Na konci udrzovaci faze terapie odpovédélo na terapii 8 pacientd z CFA vétve a 11 z CyA
vétve, kriteria pro remisi splitovali 3 pacienti z CFA a 7 pacientii z CyA vétve. Lécba selhala
u 7 pacienti z CFA a 3 pacienti z CyA vétve. Sedm pacientd z CFA a 5 pacienti z CyA
nesplnili kriteria pro odpovéd’ ani selhani 1é¢by.

Na konci indukéni faze bylo ve skupin€ lécené CFA vyznamné zlepSeni sérového kreatininu
(p=0,02). Na konci udrzovaci terapie tento rozdil jiz vyznamny nebyl. Naopak ve vétvi lécené
CyA mélo vice pacientll absenci proteinurie na konci studijniho protokolu (p=0,02).

Dynamika laboratornich zmén v priitbéhu terapie

V pribéhu prvnich Sesti tydnt proteinurie poklesla a hladina sérového albuminu vzestoupila v
obou studijnich vétvich. Po 3 mésicich se clearance kreatininu se zlepSila pouze ve vétvi
1é€ené¢ CFA (p=0,006). Ve stejné dob¢ hladina sérového kreatininu vzestoupila ve skupiné
lé¢ené CyA (p=, po této dob¢ jiz byla zvySena pouze nesignifikantné. Na konci indukéni faze
byla primérna hladina sérového kreatininu signifikantné snizena (p=0,03) a glomerularni
filtrace zvySena ve vétvi 1é€ené CFA (p=0,04). Ve skuping¢ 1é¢ené CyA byla snizena v tomto
¢asovém horizontu snizena signifikantné proteinurie (p=0,01).

Na konci induk¢ni terapie, pii porovnani obou skupin, nebyl rozdil v hladinich slozky
komplementu C3. Stejné tak se neliSily ob¢ skupiny v poctu pacientii s hladinami C3 v
normalnim referen¢nim rozmezi na konci obou fazi sledovani.

Nebyl rozdil mezi skupinami co se tyce poctu pacientl s anti-dsSDNA negativitou na konci 9 a
18 mésice sledovani.

Mezi obéma vétvemi studie (CFA vs. CyA) nebyl statisticky vyznamny rozdil, co se tyce
vyvoje hladin protilatek anti-Clq, vstupné 169,1 vs 201,9 IU/ml, po 9 mésicich terapie 142,8
vs 136,8 IU/ml, po 18. mésicich lécby 167 vs 169 1U/ml.

Dale byly méfeny hodnoty antinukleosomt, vstupné 80,6 vs 131,1 IU/ml, po 9 mésicich
terapie 82,0 vs 100,7 IU/ml a po 18 mésicich 88,6 vs 120,8 IU/ml, ani zde nebyl mezi
skupinami vyznamny rozdil.

Byla nalezena korelace mezi hladinami anti-C1q a antinukleosomy (rs =0,68; p<0,001).
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NeZddouci ucinky terapie
Jednou z naSich hypotéz bylo, Ze terapie CyA bude méné toxicka nez CFA.

U 3 pacientt 1é¢enych CyA byla pozorovana pfechodnd elevace sérového kreatininu, ktera se
upravila po snizeni davky léku. Dale bylo pozorovano ptechodné zvySeni systolického
krevniho tlaku ve skupiné 1é¢ené CyA oproti CFA. Tento vzestup byl statisticky vyznamny v
dob¢ od 6 tydnti do 4,5 mésicti od zacatku 1écby, po ptl roce 1écby hodnoty krevniho tlaku
poklesy na vstupni hodnoty a nebyl rozdil mezi obémi sledovanymi skupinami. Krevni tlak
byl korigovan antihypertenzni medikaci u vSech pacientd. V pribéhu studie bylo mnozstvi
antihypertenziv vyssi ve skupiné 1é¢ené CyA (1,5 vs 0,7 antihypertenziv/osobu, p=0,7), jinak
rozdil nebyl ani pred lécbou ani po 1écbe. U jednoho pacienta z vétve CyA byly pozorovany
generalizované kiece (3 dny po zahajeni 1écby). U jiného pacienta z této skupiny byla
pozorovana tranzienzni ischemicka piihoda (3 mésice od zahdjeni terapie). Oba pacienti
zustali bez nasledkti. Tyto pifihody nebyly povazovany za spojené s terapii. Incidence
infekénich komplikaci a leukopenie byly srovnatelné v obou skupinach. Ve skupiné 1écené
CFA byl popsan jeden piipad perzistentni amenorhey. Zadny pacient nemél hemoragickou
cystitidu.

ProdlouZené sledovani

Primérna doba sledovani byla 7,7 let (rozmezi 5-10,3), sledované parametry se signifikantné
neliSily mezi jednotlivymi skupinami. Ze sledovanych parametri: 50% zvySeni koncentrace
sérového kreatininu, zdvojeni a setrvalé zdvojeni sérového kreatininu ¢i progrese do renalniho
selhani nebyl rozdil mezi obémi terapeutickymi skupinami.

V kazdé skupiné byl jeden pacient s ESRD, oba podstoupili ispé&Snou transplantaci ledviny —
uoba tito pacienti nedokoncili protokol studie).

Vétsina pacientd se jesteé v dobé prodlouzeného sledovani 1écila alespon kortikoidy, néktefi i
kombinovanou imunosupresivni 1é€bou (AZA, CyA, MMF, CFA, RTX). Po dokonceni
studijniho protokolu ¢i po vylouceni studie v pribéhu protokolu obdrzeli pacienti median 1
imunosupresivni latku. Na konci sledovani bylo 47% pacienti z CFA vétve vs 68% z CyA
vétve 1éCeno antihypertzenzni terapii. Ve vétSin€ piipadii (53% vSech pacientil) se jednalo o
inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEI) ¢i blokatory receptoru pro angiotenzin
IT (ARB). Nebyl rozdil mezi skupinami v chronickém poskozeni organti hodnoceno SLICC
Dl.

U dvou pacienti z CyA skupiny byla zjisténa malignita. Jednalo se o maligni melanom, bez
generalizace (5 let od randomizace), v druhém ptipadé §lo o duktalni karcinom mammy (8 let
od randomizace). V CFA skupiné byl popsan jeden ptipad pfedéasné menopauzy a jednou $lo
o tranzitorni ischemickou ataku. Nebyl rozdil mezi skupinami v renalnich a non-renalnich
bezpecnostnich vystupech.

4.3. Diskuze

CYCLOFA LUNE byla prvni randomizovanou studii vyuzivajici CyA jako terapii prvni
volby v indukci remise u pacientt s proliferativnimi formami LN (tfida III a IV). Diive se
lécba CyA objevila v randomizovanych studiich v jinych indikacich, napf. u membranozni
LN [70] nebo jako udrZovaci terapie difuzni LN [71]. Nékteré skupiny, véetné¢ naseho
pracovisté, publikovaly jiz diive data o pacientech s LN a touto terapii v ramci
nerandomizovanych studii [72-75].

V nasi studii byl CyA minimélné stejné tak ucinny jako CFA co se ty¢e navozeni a udrZeni
odpovédi, resp. remise.
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Ve skupiné 1écené CyA jsme na konci indukéni faze pozorovali prechodné zhorSeni rendlnich
parametrt (vzestup sérového kreatininu, pokles GFR). Tento nalez byl celkem nepiekvapivy
vzhledem ke znamému vasokonstrik¢nimu ucinku CyA na renalni arterie, a tim zptisobenym
vzestupem krevniho tlaku a poklesu rendalnich funkci [76]. AvSak po snizeni davek CyA
v udrzovaci fazi terapie jiz tato deteriorace rendlnich funkci nebyla pozorovana. Navic pouze
jeden pacient z vétve CyA a 2 pacienti z CFA skupiny méli zhorSeni sérového kreatininu o
vice nez 50 umol/I.

Na konci indukéni faze byla primérna proteinurie signifikantné nizsi v CyA skupiné a témeét
2x vice pacienti z CyA vétve dosdhlo na konci indukce normélnich hodnot proteinurie
Vv porovnani s CFA skupinou (p=0,06), na konci udrzovaci faze pak vétSina pacienti z CyA
vétve méla absenci proteinurie (p=0,02). I kdyz je nutné podotknout, ze ve skupiné 1écené
CFA byly vstupni hodnoty proteinurie nesignifikantné vyssi.

Nebyl rozdil mezi skupinami ve vyvoji hladin sledovanych protilatek, anti-Clq a
antinukleosomd, které na konci induk¢ni faze v obou skupinach poklesly, na konci sledovani
opét vzestoupily. Zda se, ze zvoleny typ imunosupresivni terapie na vyvoj protilatek neme¢l
vliv. V této studii jsme nepotvrdili nalezy jinych autord, ktefi pozorovali sniZzeni hladin anti-
Clq pfi snizeni aktivity onemocnéni [28].

CyA byl podobné efektivni jako CFA co se tyce zlepSeni nélezli mocového sedimentu,
sérového albuminu a ovlivnéni serologickych markerti. Tato velmi slibnd data se potvrdila i
V dlouhodobém sledovani, nicméné tam vzhledem k nedostatecné regulaci terapie
(retrospektivni sledovani) nelze vyloucit urCité zkresleni vystupti. Zajimavé by bylo jesté delsi
sledovani k posouzeni dlouhodobé suprese renalni aktivity onemocnéni.

Navzdory nasSim ocekavanim se nezdalo, ze by terapie CyA byla spojena s mensim
mnozstvim nezddoucich ucinkll. Nicméné nés soubor pacientti byl pravdépodobné pfili§ maly
k dosazeni takovych zavéri. Jak jsme predpokladali, ve skupiné 1é¢ené CyA bylo pozorovano
ve vetSim mnozstvi zvySeni krevniho tlaku s nutnosti uzivani intenzivnéjsi antihypertenzni
terapie. Toto bylo pozorovano zejména v prvnich mésicich terapie, kdy byly davky CyA
nejvyssi. Déle pak byl popsan po jeden ptipad transientni ischemické ataky a jeden ptipad
generalizovanych kieci, které sice nebyly pfipisovany terapii CyA, ale teoreticky mohou byt
zpisobeny endotelovym poSkozenim vyvolanym CyA ¢&i elevaci krevniho tlaku. Vice
pacientl vstupné lécenych CyA bylo az do posledni kontroly 1é€eno antihypertenzni terapii.

Relativné nizkd frekvence neZadoucich ucinkt zplsobenou toxicitou CFA mohla byt
zpiisobena nizsi davkou CFA v porovnani s ddvkami uzivanymi dle protokolt NIH (National
Institute of Health) [77] a rovnéZ byli vylouceni pacienti s pfedchozim uzivanim CFA, coz
gonadotoxicity CFA a vyskytu SLE a LN pfedev§im v populaci mladych Zen
v reproduktivnim veéku [78]. Nicméné v naSem dlouhodobém sledovani méla pred¢asnou
amenorheu pouze jedna pacientka z této skupiny a dokonce vice pacientek po dokonceni
protokolu otéhotnélo ve vétvi CFA. Zajimavé je, ze ob& popisované malignity se vyskytly ve
vétvi lécené CyA.

Béhem studie Zadny pacient nezemiel. AvSak na konci sledovani nemame informace o 4
pacientech. Incidence leukopenie a infekénich komplikaci se neliSila mezi obémi skupinami.

V dlouhodobém sledovani jsme posuzovali 1 kumulativni chronické poskozeni, které bylo
pomérné malé a mezi skupinami se nelisilo.

K posouzeni odpovédi na terapii jsme 40 pacientli vyhodnocovali v dlouhodobém sledovani
pocet relapst a dlouhodoby renalni vystup. Mezi skupinami nebyl rozdil, co se tyce frekvence
relapsti, v analyze pteziti - doby bez relapsu, nebyl rozdil ani renalnimi parametry. Dale jsme
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sledovali nasledujici terapii, po ukonceni protokolu, ani zde nebyly odliSenosti v terapii, ani
v davkach kortikoidli. Relapsy byly vétSinou 1éCeny zvysenim davek kortikoidi anebo i.v.
pulsy CFA, fid¢eji MMF ¢i CyA. I kdyZz se mezi skupinami terapie nelisily, je mozné, ze
vybér terapie mél na vysledek vliv.

Ptesto, ze zadny z rozdili mezi skupinami nebyl signifikantni, se zda, Ze nase data podporuji
vystupy studie Euro-Lupus [79], kterd povaZuje terapii niz§imi davkami CFA za relativné
bezpecnou.

Dalo by se fici, Ze jednou z limitaci nasi studie bylo omezené spektrum pacientti. zatazeni byli
pfevazné bilé rasy, majici maximalné¢ mirnou rendlni insuficienci. Tato restrikce byla
provedena z diivodu potencialni renalni toxicity CyA. Laboratorni vySetieni byla provadéna
V jednotlivych zucastnénych centrech, proto byla data mezi sebou hiife srovnatelnd, pro
rozdily v metodice, byla néktera vySetieni hodnocena semikvatitativné (napi. anti-dsDNA,
vySetfeni mocCového sedimentu). Hodnoceni dlouhodobého vystupu bylo provadéno
retrospektivné a proto mohlo byt ovlivnéno terapii, ktera nebyla po ukonceni studijniho
protokolu jasné¢ definovana. Studijni protokol byl vytvoien v roce 2000, proto definice
vystupt na$i studie, inspirované kriterii dle Boumpase [80], neodpovidaji soucasnym
doporuc¢enim renomovanych revmatologickych a nefrologickych spolecnosti. Nase kriteria
byla pomérné ptisnd, co se ty¢e definovani remise, kde byla vyzadovana naprosta normalizace
mocového nalezu, mirn€jsi bylo hodnoceni odpovédi na terapii splilujici alespon Caste¢né
zlepSeni nekterych parametrii (proteinurie, mocového sedimentu, slozky C3 komplementu).

Jistou nevyhodou bylo i alternativni podavani p.o. CFA pulzi v udrzovaci fazi terapie, coz
ziejmée neni tak ucinné jako i.v. forma.

Dale dlouhodobé hodnoceni bylo provedeno retrospektivné, v dvou ¢asovych prutezech, lepsi
variantou by bylo jisté¢ dlouhodobé prospektivni sledovani.

4.4, Zavér:

V této randomizované studii se 40 zafazenymi pacienty s proliferativnimi formami LN,
kavkazské rasy, byl v dosazeni primarnich i sekundarnich cili CyA podobné efektivni jako
CFA. Je ziejmé, ze terapie CyA by neméla byt pouzivana u pacientl s arterialni hypertenzi a
pokrocilou rendlni insuficienci. Zda se, ze terapie CyA muze byt srovnatelnou alternativou
pro terapii proliferativnich forem LN, zejména pak tam, kde jind 1écba je nevhodna, ¢i selhala.
V dlouhodobém sledovani byl pomérné maly zachyt zdvaznych nezadoucich u¢inki terapie a
nebyl rozdil v jejich vyskytu mezi skupinami. Nebyl rozdil mezi skupinami ve vyvoji hladin
komplementu, ani vybranych autoprotilatek, t.j. anti-Clq a antinukleosomd, je zde naznacen
trend k poklesu protilatek po terapii, ale pfesto u vétSiny pacientt zustavaji jejich hladiny
elevované. Zda se, Ze vybér imunosupresivni terapie na jejich dynamiku nemél vliv.
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