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Sazetak

Cilj rada: Utvrditi znacaj anti-C1q antitela kao markera aktivnosti sistemskog eritem-
skog lupusa i lupus nefritisa. Metode: Ispitivanjem je obuhvaceno 97 bolesnika sa sis-
temskim eritemskim lupusom (SLE) od kojih je 47 imalo biopsijom potvrden lupus
nefritis, a 50 je bilo bez bubrezne manifestacije ove bolesti. Aktivnost bolesti je
odredivana putem Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI)
indeksa aktivnosti. Titar anti-C1q antitela je odredivan iz seruma bolesnika komercijal-
nim enzimskim imunoesejom. Rezultati: Bolesnici sa lupus nefritisom su imali visi titar
anti-Clq antitela u odnosu na one bez nefritisa (41,12+49,93 prema 19,08+35,15,
p<0,01), ali nije utvrdena znacajna razlika izmedju bolesnika sa aktivnim i neaktivnim
lupus nefritisom (46,94+54,88 prema 33,25+42.,43, p=0,39). Nije utvrdena razlika u
pogledu pozitivnog nalaza i titra anti-C1q antitela izmedu bolesnika sa lupus nefritisom
u odnosu na patohistoloski nalaz bioptata bubrega (p=0,399). Titar anti-C1q antitela je
pozitivno korelirao sa SLEDAI indeksom (r=0,36, p<0,01), titrom anti-dsDNA
antitela(r=0,44, p<0,01), a negativho sa C3 (r=-0,42, p<0,01) i C4 komponentom
komplementa (r=-0,43, p<0,01). Znacajna povezanost je utvrdena i sa 24h proteinurijom
(r=0,272, p<0,01). Analiza ROC krive je utvrdila prediktivnu sposobnost anti-Clq
antitela u raspoznavanju bolesnika sa aktivnim lupus nefritisom u odnosu na ostale
bolesnike sa SLE-a (AUC=0,65)(95%ci 0,52-0,77). Zakljucak: Titar anti-C1q antitela u
SLE-u mogu sluziti kao marker bubrezne manifestacije SLE-a i globalne aktivnosti
bolesti ali ne i aktivnog lupus nefritisa.

UvobD

karakteristicna za bolesnike sa SLE-om. Ali, pored ovih

Sistemski eritemski lupus (SLE) je multisistemski
autoimuni poremecaj koji odlikuje Siroka paleta klini¢kih
manifestacija kako u domenu inicijalne prezentacije tako i u
relapsima bolesti. Smatra se da je ovo oboljenje prototip
autoantitelima-posredovanih autoimunih poremeéaja (1.
Lupus nefritis (LN) se javlja kod oko 40-70% bolesnika,
najc¢esée u toku prvih 5 godina trajanja bolesti i glavni je
uzrok morbiditeta i mortaliteta. Glavna seroloska odlika
SLE-a je prisustvo cirkuliSucih autoantitela na mnostvo nuk-
learnih, citoplazmatskih i membranskih antigena. Iako pos-
toji najmanje 2000 potencijalnih intracelularnih antigena-
meta, autoimuni odgovor je suzen na njih svega 30-40, pri
¢emu su autoantitela pretezno usmerena na delove nukleo-
proteina (98% bolesnika imaju antinuklearna antitela). 70%
bolesnika ima autoantitela protiv dvostrukospiralne DNA
(ds-DNA), a 10-30% anti-Smith antitela i ova dva antitela su
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antitela, postoje i ona usmerena ka pojedinim serumskih
proteinima kao Sto je Cl1q komponenta komplementa, prva
komponenta klasicnog puta aktivacije komplementa. Glavna
fizioloska funkcija C1q je uloga u ¢iS¢enju imunih komplek-
sa i self-antigena koji se stvaraju tokom procesa progra-
mirane smrti éelije (23). Deficijencija Clq vodi ka ne-
adekvatnom c¢iS¢enju autoantigena poreklom iz apoptoti¢nih
¢elija, Sto pogoduje razvoju autoimuniteta. Osim ove uloge
pretpostavlja se da Clq ima ulogu u negativnoj selekciji
autoreaktivnih B-¢elija, te u slucaju njegove deficijencije
moze do¢i do ekspanzije ovih autoreaktivnih celija koje
sekretuju patoloska autoantitela. Postoje dokazi da je pris-
ustvo hereditarne homozigotne deficijencije C1q snazan fak-
tor rizika za nastanak SLE-a (4). Kod bolesnika sa SLE-om
se Cesto detektuju niski nivoi C1q komponente komplemen-
ta, pogotovo tokom relapsa bolesti. Nizak nivo Clq je
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udruzen sa prisustvom antitela protiv Clq, a ona su prisutna
kod oko 20-50% SLE bolesnika i cak 100% onih sa aktivn-
im proliferativnim lupus nefritisom (5:6). T mada je veéina
sprovedenih studija dokazala povezanost ovih antitela sa
bubreznom manifestacijom bolesti kao i sa globalnom aktiv-
nos¢éu SLE-a, ipak su rezultati kontraverzni u pogledu toga
da li su anti-C1q antitela jasan marker aktivnog lupus nefriti-
sa. Zbog toga je cilj ovog rada bio da se uvrditi znacaj anti-
Clq antitela kao markera aktivnosti sistemskog eritemskog
lupusa i lupus nefritisa u naSem uzorku bolesnika.

MATERIJAL I METODE

Radom je obuhvaceno 97 bolesnika sa dijagnozom SLE
koji su u momentu postavljanja dijagnoze ispunjavali naj-
manje 4 od 11 kriterijuma datim od strane American College
of Rheumatology (ACR) (7). Svi bolesnici su u momentu
uzimanja uzoraka bili stariji od 18 godina i potpisali su
pristanak za ucestvovanje u ispitivanju. Ispitivanje je
izvrseno kao prospektivna transverzalna studija.

Status aktivnosti bolesti je odredivan putem Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000
(SLEDAI 2000) skora (8. Svi bolesnici koji su imali dijag-
nozu LN-a su bili podvrgnuti biopsiji bubrega, nakon ¢ega je
klasifikovan tip patohistoloske lezije prema klasifikaciji
Internacionalnog drustva nefrologa/Drustva renalnih patolo-
ga (ISN/RPS) 9, dok nijedan bolesnik sa sistemskim
eritemskim lupusom bez lupus nefritisa nije imao dokumen-
tovano bubreZno oboljenje.

Bolesnici su podeljeni na Cetiri grupe u zavisnosti od
toga da li su imali biopsijom potvrdeni lupus nefritis i da li
je bolest u momentu uzimanja uzoraka krvi i urina bila u
aktivna ili u remisiji.

Za standardna klini¢ko-laboratorijska ispitivanja uzeti su
uzorci krvi (5 ml) i urin bolesnika i analizirani standardnim
metodama: sedimentacija eritrocita (Westergreen) (SE),
serumski kreatinin i urea, klirens kreatinina, 24h proteinuri-
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nm. Podaci dobijeni iz kalibracione krive su mnozeni fakto-
rom 4. Proizvodac je preporucio da gornja granica normal-
nih vrednosti (cut-off vrednost) bude 20 RU/ml.

Prikupljeni podaci su obradeni putem statistickog paketa
SPSS.17. Koriséeni su: a) standardni deskriptivni statisticki
pokazatelji, b) razlike izmedu grupa su ispitivane primenom
Man-Whitney testa za kontinuirane promenljive ukoliko se
radilo o poredenju izmedu dve grupe, odnosno Kraskal-
Volisovim testom ukoliko se radilo o peredenju izmedu 3 i
vise grupa c) poredenje izmedu grupa za kategorijalne
promenljive je sprovedeno pomocu hi-kvadrat testa i
Fiserovog egzaktnog testa, d) korelacije su odredivane
pomoc¢u Spearmanov-¢ rank korelacije, e) analiza ROC
krive. Statisticka znacajnost je procenjivana na vrednostima
p<0,05.

REZULTATI

Klinicki i laboratorijski parametri ispitivanih bolesnika
sa SLE su opisani u tabeli broj 1. Od ukupnog broja bolesni-
ka (n=97), njih 91 ili 93,81% su cinile zene, a 6 ili 6,18%
muskarci, bez znacajne razlike izmedju grupa. Bolesnici u
remisiji bez LN su bili stariji u odnosu na ostale tri grupe
(p=0,003) i imali su najduze vreme trajanje bolesti
(p<0,001). Serumski kreatinin je imao najvisu vrednost u
grupi bolesnika sa aktivnim LN, a grupe sa LN su se razliko-
vale od grupa bez LN prema vrednosti kreatinina ali ne i
klirensa kreatinina. Ocekivano, bolesnici sa aktivnim LN su
imali najvi$e vrednosti 24h proteinurije u odnosu na ostale
grupe (p<0,001). Grupe bolesnika sa aktivnom boles¢u su se
razlikovale u odnosu na one u remisiji po tome §to su imale
znacajno vise vrednosti SE i anti-ds DNA antitela, a nize C3
i C4 komponente komplementa.

Tabela broj 1. Klinicke i laboratorijske karakteristike bolesnika u
momentu uzimanja uzoraka krvi i urina

ja, C3, C4 komponenta

. Aktivni LN | Remisija LN [ Aktivni SLE Remisija SLE | p

Eggﬁfggga anti- (n=27) (n=20) bez LN (n=23)| bez LN (n=27)

Serumska koncentra- | Zenski pol, n (%) 23 (85,18%) | 20 (100%) | 22 (95,65%) |26 (96,3%) 0,391
cija humanih antitela kla- | Starost (god.), x,” £SD 40,54+13,46 | 37,85+13,69 | 37,04+11,93 | 48,67+13,16 0,003
se 1gG na Clq kompo- "Byzina bolesti (god.), x, £SD | 5,726,1 5,6564.82 | 3,0445,12 9,78+7,18 <0,001
“Z“t(‘i‘, komgﬁrgzmah J® 'SLEDAI skor, x, +SD 11,74+4.84 | 2,15£1,31 | 7,26=1,28 1,330,96 <0,001
Eoi 1;1120@ ko;leerg: SE (mm/h), x,” +SD 38224268 | 25,7+16,53 | 55,69+31,5 225541943 | <0,001
jalnih mikroplota (Euro- | Kreatinin u serumu (umol/l), | 131,2+112,3 | 85,56+24.52 | 68,91+9,09 18,78+12,32 | <0,001
immun, Liibeck, Germa- | £SD
ny). Diluirani serumi KErens kreatinina (ml/min), 82,85+41,67 | 88,4+18,4 98,7+7,22 103,07+14,7 0,057
bolesnika su transferisa- | +SD
ni na mikroplocu, inku- | 24h proteinurija (mg/DU), 3040,5+2793,8 333,3+509,9 | 181,2+80,5 131,5+59,4 <0,001
birani 30 minuta na sob- | =50 _
noj temperaturi, dodat je | €3(&/, x, £SD 0,59+0,24 0,95+0,2 0,67+0,22 1,010,2 <0,001
enzim-konjugat (antihu- | C4(g/l), x,” +SD 0,06:0,09 0,18+0,11 | 0,11£0,06 0,240,13 <0,001
mano antitelo klase IgG | Anti-dsDNA At (IU/ml), 334+362.4 1154277,03 | 425+280,03 110+196,01 <0,001
obelezeno  peroksida- | x, +SD
zom), a potom substrat i | Anti-Clq At (RU/ml), x, +SD | 46,9+54,88 | 33,25+42,43 | 28,64+46,18 | 11,29+2045 | 0,014
stop-rastvor. Intenzitet ["Ani-C1q At>20 13(48) 8(40) 8(36,4) 3(11,1) 0,028
dobijenog rastvora je | RU/ml, n(%)

izmeren u ELISA ¢ita¢u
na talasnoj duzini od 450

SLEDALI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index ; SE-sedimentacija eritrocita; Anti-dsDNA At-anti-
tela protiv dvostrukospiralne DNA; anti-C1q At-antitela protiv C1q komponente komplementa
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Srednje vrednosti anti-C1q antitela su bile znacajno vise
u grupama bolesnika sa LN u odnosu na one bez ove mani-
festacije (p=0,014), ali se grupe sa LN (aktivni i neaktivni)
nisu razlikovale medusobno. Na osnovu preporucene grani-
¢ne vrednosti za anti-Clq At date od strane proizvodaca
ELISA kita koja je iznosila 20 RU/ml, odreden je broj bole-
snika sa pozitivnom vrednos¢u. Od ukupnog broja bolesnika
njih 34/97 je imalo pozitivne vrednosti anti-Clq At
(28,47%). U grupi bolesnika sa aktivnim LN-om broj onih
sa pozitivnim vrednostima anti-Clq At je bio 13 (48%), u
grupi sa remisijom LN-a 8 (40%), u grupi sa aktivnim SLE-
om 8 (36,4%), dok je u grupi sa remisijom SLE-a samo 3
bolesnika ili 11,1% imalo pozitivan nalaz. Statisticki je
utvrdeno da se jedino grupa bolesnika sa SLE u remisiji sta-
tisticki razlikovala od ostalih grupa po znatno manjem pro-
centu pozitivnih bolesnika, dok se ostale grupe medusobno
nisu razlikovale.

Vrednost anti-C1q At je znacajno pozitivno korelirala sa
vrednostima SE i anti-dsDNA At, a negativno sa vrednosti-
ma C3 i C4 komponente komplementa. Takode, utvrdeno je
da je vrednost ovog markera pozitivno korelirala sa vredno-
$¢u 24h proteinurije, ali ne i sa vrednoscu klirensa kreatini-
na i serumskog kreatinina. Ostvarena je pozitivna korelacija
izmedu koncentracije anti-C1q At i SLEDAI skora ( tabela
broj 2).

Tabela broj 2. Korelacija nivoa anti-Clq At sa SLEDAI skorom i
laboratorijskim parametrima

Koeficijent korelacije* p

SLEDALI skor 0,368 <0,001
Anti-dsDNA At 0,441 <0,001
C3 -0,42 <0,001
C4 -0,433 <0,001
24h proteinurija 0,272 0,007
Serumski kreatinin 0,142 0,169
Klirens kreatinina -0,064 0,53

*Spearman-ov koeficijent korelacije (r)

SLEDALI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index ; Anti-
dsDNA At-antitela protiv dvostrukospiralne DNA;

Svim bolesnici sa LN je dijagnoza postavljena biopsijom
bubrega. Bolesnici su na osnovu patohistoloskog nalaza i
nalaza imunoflourescencije klasifikovani u jednu od 6 klasa
prema medunarodnoj klasifikaciji Svetske zdravstvene orga-
nizacije (WHO). Najvise bolesnika je klasifikovano u IV
klasu LN- njih 28 ili 60%), potom klasu II (9 ili 19%), klasu
I (7 ili 15%), klasu I (2 ili 4%) i klasu V (1 ili 2%).

Na tabeli broj 3. su navedene vrednosti ovog biomarkera
u zavisnosti od klase LN-a. Poredenjem ovih vrednosti je
utvrdeno da ne postoji znacajna razlika izmedu klasa LN,
odnosno da ovim istrazivanjem nismo dokazali povezanost
koncentracije anti-C1q At sa proliferativnim oblicima LN-a.
1z razloga statisticke obrade nisu ukljuceni bolesnici koji su
pripadali klasi I (2 bolesnika) i klasi V (1 bolesnik).
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Tabela broj 3. Koncentracija anti-Clq At u pojedinim klasama

LN-a
Klasa LN-a x, SD v P
anti-Clq II 18.64 26.32
At (RU/ml) | I 50.22  70.82 1.83 10,399
v 4298 48.52

Za procenu uspesnosti ispitivanog biomarkera anti-Clq At u
proceni diferencijacije bolesnika sa aktivnim lupus nefritisom kori-
stili smo analizu ROC krive (Receiver Operating Characteristic
Curve). Povrsina ispod ROC krive (AUC) je iznosila 0,65 (95%CI
0,522-0,778), senzitivnost 70,04%, a specifi¢nost 48,9% (Gratikon
broj 1.)

ROC Curve
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Diagonal segments are produced by ties.

Grafikon broj 1. ROC kriva za vrednost anti-Clq antitela

DISKUSIJA

U ovoj studiji, kao i u vecini sprovedenih studija potvr-
dena je asocijacija anti-Clq At sa bubreznom manifestaci-
jom bolesti (10-16) Naime, bolesnici sa lupus nefritisom su
imali znacajno viSe srednje vrednosti ovog parametra od
onih bez ove manifestacije. Takode, najveéi procenat bole-
snika sa pozitivnom vrednoscu anti-C1q je zabelezen u gru-
pama sa LN-om (48% u grupi sa aktivnim i 40% u grupi sa
neaktivnim) ali se statisticki jedino grupa bolesnika SLE u
remisiji razlikovala od ostalih grupa po manjem procentu
bolesnika sa pozitivnim nalazom.

Sto se ti¢e korelacije titra anti-C1q sa titrom drugih mar-
kera aktivnosti, veéina studija je dokazala negativnu korela-
ciju sa nivoima C3,C4 (17-19) i pozitivnu korelaciju sa titrom
anti-ds DNA At (10.18,20) Takode i u ovoj studiji je dokaza-
no da serumski nivo ovih antitela korelira sa stepenom akti-
vnosti SLE-a kao i sa tradicionalnim markerima aktivnosti
bolesti. Naime, vrednost anti-C1q At je znacajno pozitivno
korelirala sa vrednostima SE, anti-dsSDNA At i SLEDAI
indeksom, a negativno sa vrednostima C3 i C4 komponente
komplementa.

Medutim rezultati su kontraverzni §to se tice pouzdano-
sti anti-C1q At kao markera aktivnog LN. Sinico i saradni-
ci su u grupi od 61 bolesnika sa SLE-om nasli da 44% ima
pozitivna anti-Clq At, od ¢ega je 60% pozitivnih u grupi sa
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LN, odnosno 89% pozitivnih u grupi sa aktivnim LN (13),
Trendelemburg i sar. su utvrdili u svom radu da je cak
97,2% bolesnika sa aktivnim proliferativnim LN-om imalo
anti-C1q At, dok je procenat bio znacajno nizi kod neakti-
vnog lupusa (35%), a jo$ nizi kod ne-renalnog lupusa (25%)
(6), Marto et al su u svom radu proucavali grupu od 151 bole-
snika sa SLE-om. Anti-Clq antitela su bila prisutna kod
65% bolesnika sa LN u poredenju sa 32% u grupi bez nefri-
tisa. Autori nisu pronasli signifikantnu razliku izmedu grupe
bolesnika sa neaktivnim LN-om i grupe bez nefritisa, niti
izmedu grupe sa aktivnim i neaktivnim nefritisom (10),

U naSem uzorku bolesnika srednje vrednosti anti-C1q At
se nisu razlikovale izmedu grupa sa aktivnim i1 neaktivnim
LN-om. Grupe bolesnika sa aktivnom boles¢u, bez obzira na
prisustvo LN-a su imale znacajno vise vrednosti SE i anti-ds
DNA At, a nize C3 i C4 komponente komplementa u odno-
su na one sa neaktivnom boles¢u, ali se one medusobno nisu

razlikovale. Analiza ROC krive je utvrdila slabu prediktivnu
sposobnost anti-Clq antitela u raspoznavanju bolesnika sa
aktivnim lupus nefritisom u odnosu na one bez ove manife-
stacije SLE-a (AUC=0,65) (95% CI 0,52-0,77).

Ovim istrazivanjem nismo uspeli da dokazemo poveza-
nost koncentracije anti-Clq At sa proliferativnim oblicima
LN-a. Rezultati drugih istrazivanja govore da, uprkos pocet-
nom entuzijazmu da je ovo antitelo marker proliferativnih
oblika LN, ipak se ova pretpostavka nije u potpunosti doka-
zana (10,12,17)

Na osnovu navedenog mozemo reéi da se u ovom ispiti-
vanju anti-C1q antitelo pokazalo kao odlican marker posto-
janja LN-a i kao marker globalne aktivnosti SLE-a, ali nije
dokazana njegova pouzdanost kao markera aktivnog LN-a
niti povezanost sa patohistoloskim nalazom bubreznog obol-
jenja.

Abstract

Objective: The aim of this study was to determine correlation of anti-C1q antibodies with
systemic lupus erythematosus and lupus nephritis clinical activity. Methods: 97 SLE
patients were studied. 47 had biopsy proven lupus nephritis (LN) and 50 had SLE without
renal involvement. Activity of disease was categorized according to the Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) score. Levels of anti-C1lq antibodies
were mesured using comercial enzyme immunoassay. Results: Patients with lupus
nephritis had higher titres of anti-C1q antibodies than those without renal involvement
(41,12+49,93 vs 19,08+35,15, p<0,01), but there was no significant difference between
patients with active and non-active renal involvement (46,94+54,88 vs 33,25+42.,43,
p=0,39). There were no differences in anti-C1q titres between patients with different renal
histopathological findings (p=0,399). Anti-C1q were positively correlated with SLEDAI
score (r=0,36, p<0,01), anti ds DNA (r=0,44, p<0,01), and negative with C3 (r=-0,42,
p<0,01) and C4 (r=-0,43, p<0,01). Significant correlation was found with 24h proteinuria
(r=0,272, p<0,01). Analysis of receiver operator curves (ROC) underscored the predictive
value of anti-Cl1q (AUC = 0.65) (95%CI 0,52-0,77) in distinguishing patients with active
LN Conclusion: Anti-C1q in SLE are associated with renal involvement and disease activ-
ity but not specifficaly with active LN..
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