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Odvozeni nové rovnice pro odhad
glomerularni filtrace z koncentrace
cystatinu C

pomoci sedmi metod stanoveni, standardi-
zovanych podle mezinarodniho kalibratoru

VYCHODISKA: Existuje mnoho riiznych rovnic pro odhad glomerularni filtrace z cystatinu C. Hlavnimi pfi¢inami této situace je di-
v¢&jsi absence mezinarodniho kalibratoru pro cystatin C a neekvivalentnost vysledka ziskanych riznymi metodami stanoveni cystati-
nuC.

METODY: Nedavné zavedeni certifikovaného referenéniho materialu ERM-DA471/IFCC umoznilo spole¢né s dalsimi opatienimi pro
dosazeni vysoké shody a ekvivalence sedmi komeréné dostupnych testt pro stanoveni cystatinu C podstatné snizeni CV (variacni
koeficient), definované jejich ucinnosti v externim vyhodnoceni kvality pro pouziti v klinickych laboratofich. Pomoci dvou z téchto
stanoveni a populace 4 690 probandt s velkymi dil¢imi populacemi déti, dospélych Asiatli a bélochd, u nichz byla GFR (glomerularni
filtrace) stanovena pomoci renalni nebo celkové clearance inulinu nebo celkové clearance iohexolu, jsme se pokusili vytvofit jedno-
duchou rovnici pro odhad GFR z koncentrace cystatinu C, ktera je prakticky nezavisla na metod¢ stanoveni.

VYSLEDKY: Vyvinuli jsme jednoduchou rovnici pro odhad GFR z cystatinu C, obsahujici pouze 2 prom&nné — koncentraci cystatinu
C a vek. Pro jeji optimalni diagnostickou G¢innost nejsou nutné ¢leny urcujici rasu a pohlavi. Rovnice

eGFR = 130 x cystatin C-1.969 x ygk-0.117 .7

je také biologicky orientovana, s jednim ¢lenem pro teoretickou renalni clearance malych molekul a jednou konstantou pro extrarenal-
ni clearance cystatinu C.

ZAVERY: Byla odvozena jednoducha rovnice pro odhad GFR z koncentrace cystatinu C, prakticky nezavisla na metods stanovent,
bez ¢lent urcujicich pohlavi a rasu.

Znalost glomerularni filtrace (GFR)'® je nezbytna pro detekei a sledovani poruch renélnich funkei, pro zajisténi bezpecnosti uziva-
ni potencialné nefrotoxickych farmak a radiologickych kontrastnich latek, stejné jako pro spravné davkovani 1ékt vylu¢ovanych led-
vinami. K méfeni GFR u lidi jsou nutné invazivni postupy, a proto se uz téméf celé stoleti jako marker GFR vyuziva koncentrace endo-
gennich latek, zejména kreatininu, v séru ¢i plazmé (1). Vyslo vSak najevo, Ze samotna koncentrace cirkulujiciho kreatininu neni jako
marker GFR ani zdaleka idedlni, protoze je znacn¢€ ovliviiovana nejen GFR, ale i jinymi faktory, mezi néz patii svalova hmota, mnozstvi
pozitého masa a tubularni sekrece (2-8).
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Rovnice pro odhad GFR zalozené na
kreatininu (€ GFRireatinin) 0bsahujici demo-
grafické a antropometrické faktory (9—11)
mohou vliv svalové hmoty ¢astecné kom-
penzovat.

Cystatin C byl jako alternativni marker
GFR navrzeny vroce 1979 (12—14) a od za-
vedeni prvni automatizované metody v ro-
ce 1994 (15) probihaly rozsahlé vyzkumy
jeho vyuziti. Koncentraci cirkulujiciho
cystatinu C neovliviiuje konzumace masa
(1, 16) ani tubularni sekrece a svalova
hmota na ni mé podstatné mensi vliv nez
na koncentraci kreatininu (18-23). Diky
tomu mohou jednoduse formulované rov-
nice pro odhad GFR zalozené na cystatinu
C (eGFRcystatin c) nahradit slozit¢jsi rovni-
ce eGFRyreatinin $ Vagnimi a $patné defino-
vanymi antropometrickymi proménnymi,
jako napf. rasou (2). Bylo tedy navrzeno
nékolik rovnic eGFReystatin c. Hlavnim dii-
vodem bylo pouzivani rozdilnych kalibra-
tort. Ke zlepseni této situace proto IFCC
a standardizaéni fad Evropské komise
Joint Research Centre Institute for Refe-
rence Materials and Measurements (JRC-
IRMM) ziidily a podporovaly Pracovni
skupinu pro vytvoreni mezinarodniho
kalibratoru cystatinu C (WG-SCC). Tato
skupina zminovany kalibrator (ERM-
DA471/IFCC) nedavno vytvofila a nyni jej

maji k dispozici dodavatelé diagnostik

i vyzkumné skupiny (24-26). Dostupnost
certifikovaného referenéniho materialu
sice umoznuje riznym dodavatelim dia-
gnostik pfichdzet se stanovenimi cystati-
nu C vykazujicimi nizsi variabilitu mezi
stanovenimi, je ale nutna dalsi optimaliza-
ce, aby bylo dosazeno co nejvétsi shody.
Tato prace byla uskute¢néna ve snaze do-
séhnout pomoci certifikovaného referen-
¢niho materialu (spolu s dal$imi ipravami
stanoveni cystatinu C) dostate¢né¢ dobré
shody mezi stanovenimi u testi od 7 mezi-
narodnich dodavateld diagnostik tak, aby
je vSechna bylo mozné pouzit k vyvoji
prakticky shodnych rovnic eGFRcystatin
z kohorty osob se znamou glomerularni
filtraci. Rovnice eGFRcystatin c, kterd byla
prakticky nezavisla na metod¢ stanoveni,
byla vyvinuta s pouzitim vzorka kohort
sestavenych z bélochd, Asiatl, pediatric-
kych pacientti a dospélych (CAPA) o cel-
kovém poctu 4 960 jedinci s riznou GFR,
urc¢enou pomoci renalni nebo celkové
clearance inulinu nebo celkové clearance
iohexolu. Rovnice byla provizorné nazva-
na CAPA.

Material a metody

Kohorta pouzita k odvozeni mezinarodni
rovnice pro odhad GFR z koncentrace

cystatinu C u dospélych a déti

K vyvoji a interni validaci mezinarodni
rovnice eGFRcystatin ¢ (tabulka 1) byly po-
uzity vzorky plazmy od 3 495 $védskych
[kohorta standardizace cystatinu C z Lun-
du (LCS)] a 763 japonskych dospélych,

a od smiSené kohorty 262 holandskych

a 440 svédskych déti (LCS). Vsechny po-
stupy, jez zahrnovaly pacienty a data, by-
ly v souladu s Helsinskou deklaraci z roku
1975, revidovanou v roce 2000, ktera se
tyka etickych zasad 1ékaiského vyzkumu
za Ucasti lidskych subjektt.

Urceni GFR

Ke stanoveni GFR u dospél¢ a pediatrické
Svédské populace byla pouzita celkova
clearance iohexolu (27, 28) (viz ¢ast Do-
plitkové metody, doprovazejici online ver-
zi tohoto ¢lanku na http://www. clin-
chem.org/content/vol60/issue7); ke sta-
noveni GFR u japonské dospélé populace
to byla renalni clearance inulinu a u ho-
landské pediatrické populace bylo méfeni
stanovovano vymizenim inulinu z plazmy
po jedné injekei (29, 30). Podle nedavné
metaanalyzy poskytuji tyto 3 metody
srovnatelné hodnoty GFR (31). Vypocet
plochy télesného povrchu byl proveden
podle vzorce Dubois-Dubois (32).
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Snaha o optimalizaci shody mezi Sesti
komer¢né dostupnymi stanovenimi cysta-
tinu C

Aby pracovni skupina WG-SCC zajistila
shodu mezi stanovenimi, spolupracovala
se Sesti dodavateli diagnostik (Abbott, Da-
ko, Gentian, Roche, Sentinel a Siemens),
ktefi nabizeji stanoveni cystatinu C. Sta-
noveni firem Abbott a Sentinel jsou totoz-
na. Pét z téchto stanoveni je zalozené na
Casticemi zesilené imunoturbidimetrii (15)
a jedno (Siemens) na ¢asticemi zesilené
imunonefelometrii (33) (technické parame-
try viz online Doplnkové metody).

Z davodu optimalizace shody mezi me-
todami stanoveni byly studovany vzorky
plazmy 3 495 dospélych pacientti (vék nad
18 let), odebrané do Li-heparinu jako anti-
koagula¢niho prostfedku, a to pomoci od-
bérového systému Vacutainer Becton Dic-
kinson. Vzorky byly nasledné odeslané
do Univerzitni nemocnice v Lundu ke sta-
noveni GFR méfenim clearance iohexolu.
Duvody odeslani pacienti k vySetfeni
byly manifestni nebo suspektni diabeticka
nefropatie, intersticialni nefritida, glome-
rulonefritida, nefroticky syndrom, protein-
urie, refluxni nefropatie, myelom, vaskuliti-
da, uvaha o zahajeni hemodialyzy, kon-
trola po transplantaci ledviny a stanoveni
GFR u pacient pred zahajenim podavani
1€kt vylucovanych ledvinami. V japonské
kohorté dospélych mélo 21 % diabetes,
1,4 % transplantovanou ledvinu a 1,4 %
byli darci ledvin. Holandskou kohortu déti
tvotilo 49 % onkologickych pacienti
a 51 % pacientl s glomerulonefritidou ¢i

glomerulopatii. Odpovidajici ¢isla ze Svéd-
skych kohort nebyla k dispozici.

Jednoducha rovnice eGFR
zalozena na cystatinu C, ne-
zavisla na metodé stanoveni

Japonsti vyrobci se snazili o optimalizaci
nekolika stanoveni cystatinu C a dosazeni
maximalni shody pouzitim certifikovaného
referencniho materidlu. Jedno z téchto sta-
noveni, homogenni sol ¢astic imunoana-
lyza (SPIA) k méteni sérového cystatinu C
(34) od firmy Alfresa, bylo pouzito k vy-
Seteni sérového cystatinu C v japonské
kohorté¢. Byla tedy zjistovana také shoda
mezi timto stanovenim a stanovenimi pou-
zivanymi u §védskych a holandskych ko-
hort.

Vyvoj a interni validace novych rovnic pro
odhad GFR zcystatinu C

Vsechny statistické analyzy byly zpraco-
vané pomoci aplikaci SPSS verze 20.0.0
(IBM Corp.) a Microsoft Excel. Z GipIného
datového souboru obsahujiciho 4 960 sta-
noveni GFR a cystatinu C u dospélych

a déti byl odvozen vyvojovy soubor ob-
sahujici 2 295 ndhodné vybranych svéd-
skych dospélych, 413 japonskych dospé-
Iych a 456 svédskych a holandskych déti.
Zbyvajicich 1 796 pacientt tvofilo 3 sou-
bory pro interni validaci, obsahujici 1 200
Svédskych dospélych, 350 japonskych
dospélych (shromazdénych do Cervence
2007) a 246 svédskych a holandskych
déti. Mezi vyvojovymi soubory a odpovi-

Vyvojové soubory

dajicimi soubory pro interni validaci neby-
ly vyznamné rozdily obecnych charakte-
ristik (tabulka 1).

Vsechny regresni analyzy byly u vy-
vojového souboru provedené pomoci sta-
tistické vahy (viz Doplitkové metody onli-
ne). Uéelem bylo znovu zvazit viechny
regresni analyzy a dodat pfi odhadu re-
gresnich koeficientl rovnocenny vyznam
populaci §védskych a japonskych dospé-
Iych navzdory nerovné velikosti jejich
vzorkd (2 295, respektive 413 jedinct).
Nejprve byla odhadnuta extrarenalni elimi-
nace E jako usek v linearnim regresnim
modelu s naméfenou GFR (mGFR) jako za-
vislou proménnou a cystatinem C jako ne-
zavislou proménnou (35). Nasledné byl
odhadnut regresni koeficient (a, b, a ¢)
rovnice:

In(mGFR + E) =1In(a) + b x In(cystatin C)
+ ¢ % In(vek), (Rov. 1)

kde In oznacuje pfirozeny logaritmus,
koncentrace cystatinu C se uvadi v mili-
gramech na litr a vek je vyjadreny poctem
let. Ke zvyseni vyznamu pacientt s niz-
kou GFR byla pouzita linearni regrese
s mGFR jako vahou (11). VySe uvedena
regresni rovnice odpovida rovnici eGFR
v tomto tvaru:

eGFR =a x cystatin CP - vé&ke® - E. (Rov. 2)

Jako dodate¢ny kovariat regresni rov-
nice byl hodnocen ucinek ptidani pohlavi
(0-muzské, 1-zenské).

Rovnice s koeficienty uréenymi na za-

Validaéni soubory

. Svédské/ } Svédské/
Proménna Svédsti dospéli | Japonsti dospéli | holandské déti| Svédsti dospéli | Japonsti dospéli | holandské déti
n 2295 413 456 1200 350 246
Zeny, % 47 38 37 47 4 41
Veék, roky 63 (21, 86) 55 (20, 78) 12,0 (2,0, 17,5) 63 (21, 85) 57 (22, 81) 11 (1,17)
Télesna hmotnost, kg 77 (49, 115) 60 (41, 88) 39 (11, 85) 77 (46, 116) 59 (51, 94) 40 (11, 85)

Vyska, cm

170 (152, 190)

163 (145, 178)

147 (83, 185)

170 (152, 190)

162 (145, 178)

148 (81, 185)

Plocha télesného povrchu, m’

1,88 (1,49, 2,34)

1,64 (1,31, 2,04)

1,29 (0,49, 2,06)

1,89 (1,43, 2,34)

1,62 (1,30, 2,01)

1,30 (0,48, 2,01)

BMI, kg/m* 26 (18, 38) 22 (17, 31) 18 (14, 29) 26 (18, 40) 23 (16, 32) 18 (14, 28)
Cystatin C, mg/L 1,52 (0,77, 4,49) | 1,33 (0,67, 4,51) |0,97 (0,61, 3,15)| 1,58 (0,77, 4,47) | 1,32 (0,68, 4,78) | 1,01 (0,60, 3,47)
mGFR, mL-min"- (1,73 m)",n(%)| 53 (9, 116) 54 (8, 126) 103 (27,200) | 51 (10, 114) 55 (7, 129) 99 (22, 190)
<30 585 (26) 113 (27) 17 (4) 335 (28) 87 (25) 14 (6)
30-59 715 (31) 119 (29) 39 (9) 362 (30) 108 (31) 20 (8)
60-89 653 (28) 95 (23) 99 (22) 334 (28) 76 (22) 62 (25)

>90 342 (15) 86 (21) 301 (66) 169 (14) 79 (23 150 (61)

“ Data jsou vyjadrena jako median (2,5., 97,5. percentil), pokud neni uvedeno jinak.

Tab. 1: Charakteristiky pacientii z vyvojového a validacniho souboru ve §védské kohorté dospélych, japonské kohorté dospélych a smisené holandsko-svédské kohorté déti a
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klad¢é vyvojového souboru byly validova-
ny samostatn¢€ ve 3 souborech v porov-
nani s rovnici Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)
zalozené na cystatinu C (36). Validace rov-
nic se zaméfovala na bias (vychyleni)

a spravnost (37). Bias byl definovan jako
median jednotlivych rozdilti mezi eGFR
amGFR (eGFR —mGFR), vyjadieny

vmL e min'e (1,73 m?) . Spravnost
(accuracy) byla vyjadiena jako median ab-
solutnich procentnich rozdilti mezi eGFR
amGFR vztazenych k mGFR. Spravnost
dale odrazela také hodnota P30, tj. procen-
to odhadt nelisicich se od mGFR o vice
nez 30 %. Aby byla eGFR povazovana za
,»dostate¢nou pro spravné klinické rozho-
dovani, mélo by byt alespon 75 % eGFR
v rozmezi do 30 % od mGFR (38). Nepara-
metrické a asymptomatické intervaly spo-
lehlivosti (CI) byly vypocteny jako miry
statistické nejistoty v medianech, respek-
tive podilech (P30), ze vSech vysledku.

K usnadnéni porovnavani byly vysledky
validace rovnice CKD-EPI pro odhad

z cystatinu C uvedeny i u déti, piestoze je
tato rovnice urc¢ena jen k odhadu GFR
u dospélych.

U svédskych dospélych a déti a ho-
landskych déti byly pouzity primérné
hodnoty dvou dostupnych méteni cysta-
tinu C ziskané dvéma riiznymi metodami
stanoveni, aby se zvysila statisticka pres-
nost odhadovanych regresnich koeficien-
ti. Validace rovnic byla nicméné zalozena
na jednom meéfeni cystatinu C, aby se na-
podobila ocekavana spravnost v klinické
praxi. Koeficienty uvedené finalni rovnice
byly ziskany pouzitim celkového datové-
ho souboru (n =4960) se stejnym schéma-
tem vazeni (rovnocenna vaha Svédské
a japonské dospélé populace) jako u vy-
vojového souboru, aby se dale zvysila
statistickd pfesnost.

Vysledky

Optimalizace shody mezi Sesti komeréné
dostupnymi stanovenimi cystatinu C
WG-SCC a Sest dodavatelti diagnostik

(Dako, Siemens, Gentian, Roche, Abbott
a Sentinel) spolecn¢ usilovali o zlepSeni
shody mezi stanovenimi cystatinu C do-
davanymi jednotlivymi spole¢nostmi.
Bylo zménéno nékolik faktord, o nichz je
znamo, ze ovlivilyji vlastnosti stanoveni
cystatinu C (viz online Dopliikové meto-
dy, tabulka 1), aby se zvysila shoda mezi
stanovenimi, ale pouze dvé z nich byly
systematicky studovany. Tykaly se pouzi-
ti stejného celkového objemu a celkového
objemu antiséra u vSech standardti a vzor-
ki (39) a vybéru polohy kalibra¢nich bo-
dua pouzitych k sestrojeni kiivek odpovédi
na davku zahrnujici nejdilezitéjsi interva-
ly stanoveni (viz online Doplitkové vy-
sledky, doplijici obr. 1 a 2).

Jednoducha rovnice eGFR
zalozena na cystatinu C, ne-
zavisla na metodé stanoveni

V tabulce 2 jsou uvedeny linearni rovnice
a korelacni koeficienty Sesti stanoveni
upravenych na maximalni shodu, kde jsou

Test Poéet vzorkd, n Smeérnice (Cl 95 %) Usek (Cl 95 %) R2
Siemens 979 0,984 (0,974-0,994) -0,0124 (-0,0242 - -0,000547) 0,993
Gentian 988 1,058 (1,050-1,066) -0,0697 (-0,0799 - -0,0594) 0,998
Roche 992 1,012 (1,007-1,018) -0,0250 (-0,0320 - -0,0180) 0,998
Sentinel/Abbott 806 0,932 (0,928-0,935) 0,0388 (-0,0325 - -0,0450) 0,998
Pétinasobné zkousky smésné plazmy®

Alfresa (vs. Dako) 10 1,048 -0,1105 0,999
Alfresa (vs. Gentian) 10 1,049 -0,0343 1,000

“Demingova regrese umozriuje chyby u nezavislych i zavislych proménnych.
®Pro srovnani je u stanoveni Alfresa vs. stanoveni Dako a Gentian uvedena regresni analyza pétindsobnych testii 10 smési plazmy s riiznymi koncentracemi

cystatinu C. V analyze byla pouZita hodnota delta = 1.

Tab. 2: Demingova regresni analyza kazdého z 5 stanoveni cystatinu C (Siemens, Gentian, Roche a Sentinel/Abbott) upravend pro maximdlni shodu a vyjadrend jako linedrni rovnice
(v = smérnice * x + usek) ve vztahu ke stanoveni cystatinu C Dako (x; mg/L)a

|  Svedsti dospali

I Japonsti dospéli

| Svédské/holandské déti”

Bias, rozdil mediand, mL-min™+ (1,73 m%)" (95% Cl)

CAPA

-5,2 (-5,9 a2 -4,8)

0,5(-0,5a21,7)

-8,8 (11,2 a2 -6,2)

CKD-EPI

-5,7 (-6,2 a% -5,2)

1,0 (-0,6 a2 1,9)

10,6 (-13,5 a2 -7,4)

PFesnost, interkvartilni rozsah rozdil mezi eGFR a mGFR, mL*min™ - (1,73 m?)" (95% Cl)

CAPA

12,0 (-11,2 a2 12,8)

14,8 (-11,2 a2 18,1)

27,9 (-11,2 az 32,1)

CKD-EPI

12,5 (-11,2 a2 13,2)

14,8 (12,3 a2 17,8)

25,1 (20,7 az 29,5)

Spravnost, absolutni procentni rozdil mediant (95% Cl)

CAPA 15,5 (13,5 a2 17,5) 16,1 (12,2 az 20,0) 16,4 (11,8 az 21,0)
CKD-EPI 16,4 (14,3 az 18,5) 16,6 (12,7 az 20,5) 14,9 (10,5 a2 19,3)
P30, % (Cl 95 %)°

CAPA 82,8 (80,7 az 84,9) 77,7 (73,3 az 82,1) 80,1 (75,1 az 85,1)
CKD-EPI 80,0 (77,7 az 82,3) 78,9 (74,6 az 83,2) 80,9 (76,0 az 85,8)

“Rovnice CKD-EPI neni uréena k pouZziti u déti. Vysledky jsou uvedeny pouze pro srovnani.
° P30 udévé procento odhadii GFR liicich se do 30 % od mGFR.

Tab. 3: Celkovy bias, presnost a spravnost rovnic CAPA a CKD-EPI zaloZenych na cystatinu C [Inker et al. (36)] ve validacnich souborech $védskych dospelych (n = 1 200), japonskych
dospélych (n = 350) a smisené kohorty holandskych a svédskych déti (n = 246)
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Interval mGFR, mL - min™ - (1,73 m?)"

Proménna <30 30-59 60-89 >90

Pocet ve Svédské/japonské kohorté 335/87 362/108 334/76 169/79

Median mGFR, mL-min™ - (1,73 m®)" 18/19 44/43 73/76 102/101

ve Svédské/japonské kohorté

Bias, mL-min™- (1,73 m?)"

Svédsti dospéli

CAPA -1,1 -5,7 -10,2 -15,0

CKD-EPI -1,6 -7,4 -9,8 -9,8

Japonsti dospéli

CAPA 2,3 1,0 -2,8 -11,1

CKD-EPI 2,0 -0,8 -1,5 -3,5

Spravnost, P30, %*

Svédsti dospéli

CAPA 75,8 84,0 86,5 86,4

CKD-EPI 77,6 76,2 81,7 89,3

Japonsti dospéli

CAPA 60,9 81,5 85,5 83,5

CKD-EPI 65,5 79,6 84,2 87,3
Vékové intervaly v letech

Proménna 18-39 40-59 60-79 >80

Pocet ve Svédské/japonské kohorté 161/90 351/118 570/131 118/11

Median mGFR, mL-min™ - (1,73 m®)" 82/88 61/53 45/44 24/29

ve Svédské/japonské kohorté

Bias, mL*min™+ (1,73 m%

Svédsti dospéli

CAPA -5,9 -5,8 -4,9 -4,6

CKD-EPI -3,5 -5,7 -6,1 -5,9

Japonsti dospéli

CAPA -2,8 0,7 1,6 0,3

CKD-EPI 0,6 1,4 0,6 1,0

Spravnost, P30, %

Svédsti dospéli

CAPA 85,7 85,2 83,3 68,6

CKD-EPI 85,7 84,9 791 61,9

Japonsti dospéli

CAPA 81,1 79,7 74,0 72,7

CKD-EPI 83,3 80,5 74,0 81,8

* P30 udava procento odhadu GFR lisicich se do 30 % od mGFR.

Pokracovani na nasledujici strané

Tab. 4: Srovnani rovnic CAPA a CKD-EPI zalozenych na cystatinu C, provedené pomoct bias a spravnosti, stratifiko-
vané podle intervalii mGFR, véku a BMI u validacnich souborii Svédskych dospélych (n = 1200) a japonskych dospélych
(n = 350). V tabulce jsou uvedeny hodnoty medianu mGFR pro rizné intervaly GFR a véku.

jako nezavisla proménna pouzity hodnoty
ziskané pomoci metody Dako. Tabulka 2
ukazuje také stejna data metody Alfresa
ziskana pomoci pétinasobnych testu de-
seti smési plazmy o riizné koncentraci
cystatinu C.

Rovnice z tabulky 2 pak byly pouzity
k vyhodnoceni dosazitelného zvyseni
shody mezi stanovenimi vyjadienymi vy-
sledky od svédského poskytovatele exter-
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niho vyhodnoceni kvality klinickych labo-
ratornich vySetfeni Equalis
(www.equalis.se/en/start.aspx). Spolec-
nost Equalis monitorovala kvalitu stano-
veni cystatinu C po dobu 10 let tak, ze la-
boratofim provadéjicim vySetieni cystati-
nu C pfidélovala vzorky plazmy s nezna-
mymi koncentracemi cystatinu. Za posled-
ni 3 roky se hodnoceni kvality zacastnilo
35 laboratofi. CV zjisténych koncentraci

cystatinu C za poslednich 17 riznych zku-
Sebnich obdobi v pribéhu let 2010-2012
se pohybovaly od 6 % do 14 %, s pramér-
nym CV 9,7 %, pticemz k vypoctu CV byly
pouzity prumérné hodnoty cystatinu C

z kazdého typu stanoveni (viz dopliujici
obr. 3A online).

Aplikujeme-li na tyto vysledky rovnice
z tabulky 2, snizi se piislusné CVna 1 %
az 5 %, pti pramérném CV 2,8 % (viz dopl-
nuyjici obr. 3B online). Pouzijeme-li vysled-
ky cystatinu C k odhadu GFR podle rovni-
ce pro odhad GFR z cystatinu C vyvinuté
v této praci (viz dale), je vidét odpovidaji-
ci zvySeni shody (viz dopliujici obr. 4 on-
line). CV urovnice eGFR se pohybuje
mezi 9 % a 19 % pti primérném CV 13,9 %
a po aplikaci rovnic z tabulky 2 se snizi na
2,0%az 7,1 % pii pramérném CV 3,7 %.
Dopliujici obr. 5 online demonstruje prak-
tické dasledky této skutecnosti pro celé
spektrum GFR.

Deset vzorkid smésné plazmy s rizny-
mi koncentracemi cystatinu C bylo analy-
zovano pomoci metody Alfresa a dvou
vyse popsanych piizptisobenych stano-
veni pomoci pétindsobnych testii. Shoda
mezi dvémi ptizplisobenymi stanovenimi
cystatinu C (Dako a Gentian) na jedné
strané a testem Alfresa na strané druhé
byla vynikajici. Vysledky ukazuje tabulka 2.

Vyhodnoceni rovnic u vyvojového souboru
Rovnice eGFR neobsahujici faktor pohlavi
davala pfi vyhodnoceni pomoci statistic-
kych vah podobny zaporny bias u zen
imuzi[-2,6 a-4,0mL eminte (1,73 m2)!
u medidnu] ve vyvojovém souboru (n =
3164). Celkova spravnost byla také po-
dobna (P30 =79 % u obou pohlavi). U d¢-
ti, znichz vétsina méla GFR v referenénich
intervalech, skupina vykazovala rozdilné
bias mezi pohlavimi [median bias u chlap-
cti, respektive divek, -8,5 a-0,8 mL s min!«
« (1,73 m?)! ]. Po piidani pohlavi jako pro-
ménné do rovnice eGFR byl nicméné zis-
kan opravny faktor 0,99 pro zenské pohla-
vi, coz naznacuje, ze odhady vypoctené
pomoci rovnic s faktorem pohlavi a bez
n¢j budou podobné. Nize uvedené vy-
sledky interni validace se tedy tykaji pou-
ze rovnice eGFR z vyvojového souboru
bez faktoru pohlavi (v tabulkach oznacené
,,CAPA®).



Pokrac¢ovani z minulé strany

Intervaly BMI, kg/m*

Proménna <20 20-24 25-29 >30
Pocet ve Svédské/japonské kohorté 69/59 348/181 492/90 291/20
Median mGFR, mL - min™ - (1,73 m% 57/75 60/52 52/53 42/45
ve Svédské/japonské kohorté

Bias, mL-min™ + (1,73 m?”

Svédsti dospéli

CAPA -2,4 -5,0 -5,1 -6,1
CKD-EPI -3,3 -5,2 -5,6 -7,1
Japonsti dospéli

CAPA 0,4 -0,1 1,4 0,0
CKD-EPI 4,3 0,6 1,3 1,4
Spravnost, P30, %

Svédsti dospéli

CAPA 82,6 86,5 83,3 77,3
CKD-EPI 76,8 82,2 81,1 76,3
Japonsti dospéli

CAPA 72,9 75,7 82,2 90,0
CKD-EPI 76,3 76,8 82,2 90,0

Tab. 4: Srovnani rovnic CAPA a CKD-EPI zalozenych na cystatinu C, provedené pomoci bias a spravnosti, stratifiko-
vané podle intervalit mGFR, veku a BMI u validacnich souborii $védskych dospélych (n = 1200) a japonskych dospélych
(n = 350). V tabulce jsou uvedeny hodnoty medianu mGFR pro rizné intervaly GFR a véku.

Interni validace

Celkova spravnost rovnice CAPA byla ve
vSech 3 validacnich kohortach uspokojiva
(P30 =283 %, 78 %, a 80 % u svédskych
dospélych, respektive japonskych dospé-

Iych a déti) a srovnatelna s rovnici CKD-
-EPI zaloZené na cystatinu C (tabulka 3).
Rovnice CAPA i CKD-EPI vykazovaly ur-
ity zaporny bias u $védskych dospélych
[-5a-6 mL «min! « (1,73 m?)! u medianu]

Interval mGFR, mL - min™- (1,73 m?)”

Proménna <60 60-119 >120
Pocet déti 34 138 74
Median mGFR, mL - min™ - (1,73 m%" 4 92 143
Bias, mL-min™ (1,73 m’)"
CAPA -2,5 -6,3 -27,9
CKD-EPI -5,0 -6,2 -26,4
Spravnost, P30, %"
CAPA 82,4 81,2 77,0
CKD-EPI 79,4 82,6 78,4
Vékové intervaly v rocich
Proménna 1-6 7-12 13-17
Median mGFR, mL-min™- (1,73 m?)” 117 102 89
Pocet déti 54 84 108
Bias, mL-min™ (1,73 m’)’
CAPA 5,2 -7,5 -13,4
CKD-EPI -4,9 -9,4 -12,1
Spravnost, P30, %
CAPA 79,6 85,5 76,9
CKD-EPI 85,2 84,5 75,9

* Rovnice CKD-EPI neni ur¢ena k pouZiti u déti. Vysledky jsou uvedeny pouze pro srovnani.
P30 udava procento odhadti GFR lisicich se do 30 % od mGFR.

Tab. 5: Srovnani rovnic CAPA a CKD-EPI zalozenych na cystatinu C, provedené pomoci bias a sprdavnosti, stratifiko-
vané podle intervalii mGFR a véku u souboru smisené kohorty holandskych a $védskych déti (n = 246) pro interni
validaci. V tabulce jsou uvedeny hodnoty medianu mGFR pro riizné intervaly GFR a véku.a

adéti[-9a-11mLemin'« (1,73 m?)!
umedianu].

Bias a spravnost obou dvou rovnic
byly obecné podobné u muzii i zen ve
vsech tech valida¢nich kohortach.

U svédskych dospélych byla hodnota
P30 urovnice CAPA umuzi a zen 81 %,
respektive 84 %, aurovnice CKD-EPI 81 %
a 78 % (neni uvedeno v tabulkéach). Odpo-
vidajici ¢isla u japonskych dospélych
byla77 % a78 % uCAPAa77 % a8l %
u CKD-EPI. Rovnice CKD-EPI byla méné
presna u divek (P30 = 74 %) nez u chlapct
(P30=286 %), zatimco rovnice CAPA méla
podobné vlastnosti u obou pohlavi (P30 =
81 % u chlapctia 79 % u divek).

Stratifikace podle GFR u dospélych

Ve $védské kohorté vykazovaly rovnice
CAPA 1 CKD-EPI pii hodnotach mGFR
>90 mL - min"! « (1,73m?)"! se stoupajicimi
namétenymi hodnotami mGFR stoupajici
zaporny bias, s maximem kolem -15, re-
spektive -9 mL « min! « (1,73m?)"! (tabulka
4). Se zvysujici se mGFR se zaroven zvy-
Sovala spravnost vyjadiena jako P30 (ta-
bulka 4). V japonské kohorté nebyla za-
znamenana zadna népadna hodnota bias
kromé zaporného bias [11 mL « min™!
+(1,73m?)"! u medianu] pfi pouziti rovnice
CAPA pii mGFR =90 mL « min'« (1,73m?) 1.
U obou rovnic byly zaznamenany sub-
standardni hodnoty P30 pii <30 mL » min!e
« (1,73m?)! v japonské dospélé populaci.

Stratifikace podle véku u dospélych

Ve $védské kohorté vykazovaly rovnice
CAPA 1 CKD-EPI zaporny bias [4 az6 mL »
«min’! « (1,73m?)"!] ve viech v&kovych
intervalech, zatimco v japonské kohorté
nevykazovala ani jedna z rovnic prakticky
zadny bez ohledu na vék (tabulka 4). Ve
$védské kohorté byly zaznamenany sub-
standardni hodnoty P30 u star§ich osob
(>80 let) u obou rovnic, ale v japonské ko-
hort¢ pouze u rovnice CAPA. Struktura
substandardnich hodnot P30 v této véko-
vé skupiné byla podobna u muzti i Zen
(neni uvedeno v tabulkach).

Stratifikace podle indexu télesné hmot-
nosti u dospélych

Ve svédské kohort¢ vykazovaly rovnice
CAPA 1 CKD-EPI ve vSech intervalech in-
dexu télesné hmotnosti (BMI) zaporny
bias[3 az7mL « min! « (1,73m?) 1], zatim-
co v japonské kohorté nevykazovala ani
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Obr. 1: Jednotlivé odchylky (eGFR - mGFR) rovnic CAPA a CKD-EPI cystatin C prFi riiznych hodnotach mGFR v kombinovanych datovych souborech (vyvojovych + validacnich).
(A a B), svédsti dospeli, n — 3 495; (C a D), japonsti dospéli, n — 763; (E a F), déti, n — 702. édry predstavuji 30% limity vztazené k mGFR. Rovnice CKD-EPI neni urcena
k pouziti u deti, vysledky jsou uvedeny pouze pro srovnani.

jedna z rovnic prakticky zadny bias v zad-
ném intervalu BMI s vyjimkou rovnice
CKD-EPI pii BMI <20 kg/m? [+4 mL « min"!
« (1,73m2)1] (tabulka 4). Rovnice ukéazaly
P30 =175 % ve vSech intervalech BMI

v obou kohortach.

Stratifikace podle glomerulirni filtrace
u déti

Rovnice CAPA i CKD-EPI vykazovaly za-
porny bias [2 az6 mL « min! « (1,73m?) 1]
pii namétenych hodnotach GFR <120 mL »
«min' « (1,73m?)"!, zatimco pti GFR vyssi
nez tato hodnota byl zaporny bias vyraz-
ny a u obou rovnic piekracoval 25 mL .
«min!« (1,73m?)! (tabulka 5). P30 se pies-
to pii vSech naméfenych hodnotach GFR
pohyboval u obou rovnic mezi 77 % a 83 %.
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Stratifikace podle véku u déti

Rovnice CAPA i CKD-EPI vykazovaly se
zvysujicim se vékem zvySeny zaporny
bias, ktery dosahoval -12 a-13 mL s min! »
o (1,73m2)! ve v&ku >12 let (tabulka 5).
P30 se presto ve vSech vékovych interva-
lech pohyboval u obou rovnic mezi 76 %
a 86 %.

Finalni rovnice
Finalni rovnice CAPA s koeficienty od-
hadnutymi z kompletniho souboru dat je

eGFR = 130 x cystatin C1.009 x ygk-0.117.7,
(Rov. 3)

Hodnota P30 finalni rovnice CAPA
v celém datovém souboru byla 80,6 %

u Svédskych dospélych, 77,5 % u japon-
skych dospélych a 82,2 % u déti. Na obr. 1
jevidétrozdil mezi eGFR a mGFR pfiriz-
nych urovnich mGFR, ziskany pomoci
rovnic CAPA a CKD-EPI z celého datové-
ho souboru $védské a japonské kohorty
dospélych i déti, spolu s limity spravnosti
vyjadienymi jako P30.

Diskuse

Tato studie se zabyva tim, zda pouziti cer-
tifikovaného referen¢niho materialu a dal-
Sich mensich tprav Sesti komercéné do-
stupnych stanoveni cystatinu C miize
zvysit shodu mezi stanovenimi tak, aby
bylo mozné pomoci populace cca 5 000
jedinct se znamou GFR ur¢it obecnou



a na stanoveni prakticky nezéavislou rov-
nici pro odhad GFR z cystatinu C. CV

9,7 % u pivodnich stanoveni, dosahova-
né po nekolik let v systému vyhodnoco-
vani kvality, se pouzitim certifikovaného
referencniho materialu a dalSich optimali-
zaci stanoveni snizil na 2,8 %. Rovnici
eGFR vygenerovanou pomoci prameér-
nych hodnot cystatinu C, ziskanych dveé-
ma upravenymi stanovenimi aplikovanymi
v populaci pacientt, bylo mozné pouzit

u vSech Sesti stanoveni vcetné Alfresa
jen s drobnymi rozdily ve vyslednych od-
hadech GFR (dopliiujici obr. 4B online
ukazuje vysledky Ctyf téchto stanovent).
Zbyvajicirozdily v odhadech GFR pomoci
vSech sedmi stanoveni jsou celkové prilis
malé, nez aby ovliviiovaly klinické rozho-
dovani ve vétsing ptipadt. Napiiklad pii
klinicky vyznamnych koncentracich
cystatinu C 1,22; 2,1 a 3,5 mg/L, které pfi-
blizné odpovidaji hodnotam eGFR 15, 30,
a60mL «min« (1,73 m?) !, byla celkova
rozmezi eéGFR urcena 7 stanovenimi v této
studii 14-16, respektive 29-32 a 59—63 mL
emint« (1,73 m2).

Nekteré z provedenych uprav lze snad-
no aplikovat i u jinych stanoveni nez téch,
ktera byla pouzivana v této studii, a snizit
tak variabilitu. To je zvlasté patrné z umis-
téni kalibra¢nich boda (viz online dopliiu-
jici obrazek €. 2). Nejcastéjsi rozhodovani
se tyka toho, zda ma urcity jedinec nor-
malni, nebo snizenou GFR, a proto by se
zdalo vhodné mit vétsinu kalibracnich
bodi v odpovidajicim intervalu koncent-
raci cystatinu C 0,8-2,0 mg/L. Toto odpo-
vida odhadtim GFR asi od 100 smérem
doltina 30 mL « min'! « (1,73 m2)"!, vypoc-
tenym pomoci rovnice CAPA z této prace.

Funk¢ni charakteristiky rovnice CAPA

byly porovnéany s jinou novou rovnici vy-
uzivajici cystatin C (CKD-EPI) s pouzitim
stanoveni cystatinu C, jehoz vysledky
jsou vysledovatelné k certifikovanému re-
ferencnimu materialu ERM-DA471/IFCC
(36). Populace pouzité k vygenerovani
obou rovnic se zna¢né lisily. Zatimco po-
pulace pouzitd k vygenerovani rovnice
CKD-EPI zahrnovala dospélé bélochy

a Afroamericany, populace pouzita k vy-
voji rovnice CAPA zahrnovala velké pod-
skupiny dospélych a déti, Asiati i bélo-
chti. V generovani obou rovnic je jesté
dalsi rozdil. Rovnice CKD-EPI je zalozena
na nalezeni matematicko-statistické sou-
vislosti mezi mGFR a cystatinem C, pohla-
vim a vékem jedincti ve studované popu-
laci bez snahy vyjadfit rovnici tak, aby
byla mozna jeji biologicka interpretace. Pii
vyvoji rovnice CAPA jsme se pokusili po-
uzit nejen vyse popsany matematicko-sta-
tisticky postup, ale také postup podléhaji-
ci podminkam, které by mohly vygenero-
vat rovnici s moznou biologickou inter-
pretaci. V takové rovnici vSechny ¢leny
nebo jejich vétsina odpovidaji néjakému
fyziologickému procesu (35, 40). Témito
podminkami bylo, Ze by rovnice méla ob-
sahovat ¢len blizky cystatinu C do sily -1,
coz odpovida vyluovani volné filtrované
latky, a Zze by méla obsahovat ¢len pro ne-
rendlni clearance cystatinu C, protoze vi-
me, ze takova clearance existuje. Byly vy-
generovany oba typy rovnic a porovnana
jejich diagnosticka ucinnost. Protoze se
nelisila, bylo rozhodnuto o pouziti rovnice
umoziujici biologickou interpretaci. Zaji-
mavy rozdil mezi rovnicemi CKD-EPI

a CAPA je, ze rovnice CAPA nevyzaduje
faktor pohlavi. To by mohlo mit prakticky
vyznam, protoze pohlavi, stejné jako rasa,

neni vzdy jasné definovano. Nékolik zemi
dnes napfiiklad rozeznava vice nez dvé po-
hlavi (41).

Pfestoze univerzalni rovnice maji mno-
ho praktickych vyhod, v ur¢itych podsku-
pinach vymezenych napf. hodnotami
GFR, BMI nebo vékem maji nevyhnutelné
nizsi Géinnost. V této studii byly zazname-
nany podhodnocené odhady u pacientil
s GFR v referenc¢nich intervalech, zejména
u déti. Spravnost P30 byla i presto pfija-
telna, nelze ale vyloucit, Ze rovnice speci-
fické pro jednotlivé populace by ucinnost
dale zvysily. Piestoze rovnice CAPA
a CKD-EPI zaloZené na cystatinu C byly
vytvoreny odliSnym zptisobem, vykazo-
valy podobnou dostatecnou spravnost
jak celkovou, tak napfi¢ podskupinami.
Rovnice CAPA ma tu vyhodu, Ze byla vy-
Dalsi vyhodou je, ze rovnice CAPA mé
méné slozité vyjadieny vzorec, ktery ne-
obsahuje faktor pohlavi. Je tfeba upozor-
nit, ze faktor pohlavi se u CKD-EPI nepo-
dili na snizenych rozdilech Gi¢innosti mezi
muzi a zenami. Postupy generovani rovni-
ce CAPA a CKD-EPI se sice v n¢kolika
ohledech vyrazné lisily, mély vSak jeden
spolecny prvek, a to pouziti metod pro
stanoveni cystatinu C pfizptsobenych
certifikovanému referenénimu materialu
ERM-DA471/IFCC. Vétime, Ze toto je roz-
hodujici krok ke snizeni poctu rovnic pro
odhad GFR z cystatinu C, které budou
v budoucnu nutné pro klinické pouziti
a k dosazeni plného vyuziti potencialu
cystatinu C pfi klasifikaci onemocnéni led-
vin (42).
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Jje soucasti intelektudalniho obsahu prace; (c) finalni schvaleni publikovaného clanku.
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Zaméstnani nebo vedouci funkce: K. Sunde, Gentian; D. Armbrus-
ter, Abbott Diagnostics; C. Ferrero, spolecnost Sentinel CH.
Konzulta¢ni nebo poradenska funkce: Y. Yasuda, Astellas.
Vlastnictvi cennych papirt: K. Sunde, Gentian; D. Armbruster,

Abbott Diagnostics.
Honorare: Nedeklarovano.
Financovani vyzkumu: Nedeklarovano.

Znalecké svédectvi: Nedeklarovano.

Patenty: Nedeklarovano.

Sponzorstvi: Nebyl deklarovan zadny sponzor.

Podékovani: Jsme vdécni za prispévky Giintera Trefze, Marka

Schmida, Barda Sundrehagena, Erlinga Sundrehagena, Toma Jus-
ta, Fabia Magra, Magnuse Jonssona a Gunnara Sternera do toho-
to rukopisu a za vyznamnou ¢ast obsazenych dat.
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Zazracny bily prasek

Pi‘ed vice nez 80 lety vynalezl Svycarsky chemik Tadeus Reichstein proces, kterym bylo mozné synteticky vyrabét vitamin C.

Svycarsky chemik a botanik Tadeus Reichstein spustil v roce 1933 nevédomky trend, ktery ve zdravotnictvi trva dodnes. Vyro-
ba vitaminu C laboratornim procesem, jenz je po svém vynalezci pojmenovan Reichstein, byla predpokladem toho, aby se vita-
min C zacal masivné vyuzivat v potravinovych doplicich jako zaruka pevnéjsiho zdravi a jako forma dostupna kazdému. Ta-
deus Reichstein pak za jiny sviij objev ziskal v roce 1950 Nobelovu cenu v oblasti fyziologie a 1ékafstvi.

Reichsteinliv objev se zrodil v obdobi ekonomické krize predchazejici druhé svétové valce. Jak krize, tak posléze valka mély
vliv na to, Ze se primyslova produkce vitaminu C setkala s komer¢nim uspéchem. Roche koupilo Reichsteintiv patent a vyvinu-
lo fermentacni proces v hlubokém tanku s pomoci vinnych kvasinek, které pouzil uz Reichstein. V tomto procesu sorbitol oxidu-
je na sorbozu. Uspéch spoleénosti Roche piedstavoval senzaci — bylo to poprvé v historii, kdy farmaceuticka firma vyuzila ve
velkovyrobé biotechnologii. Tento technologicky prilom uéinil z Roche vyznamného hrace v oblasti syntetické chemie.

Piijmeme chemiky se specialnim vzdélanim
Na §vycarské narodni vystave v roce 1939 piedstavila spole¢nost Roche model vyrobniho zafizeni na vitamin C v méfitku 1:10.
Doprovodny letak, vydany asociaci §vycarskych farmaceutickych a chemickych vyrobcet, zdarazioval, Ze ,,pouze chemici spe-
cidlné vzdelani v pouzitych technologiich mohou kontrolovat a fidit takto komplexni proces*.

Reichsteintiv proces byl na vystavé oslavovan jako vzor pokroku ve Svycarské védé. Vzhledem ke globalnimu politickému
déni doby vnesl tento diiraz na ,,Svycarsky piivod” do vystavy novou dimenzi — Roche se distancovalo od Treti fiSe.

Béhem druhé svétové valky produkovala spole¢nost n¢kolik tun vitaminu C mési¢né a po mnoho dekad ztstala prednim
producentem tohoto vitaminu. Spole¢nost Roche sice divizi na vyrobu vitamind kratce po zac¢atku nového milénia prodala,
ovsem soucasné technologie pro masovou vyrobu vitaminu C zistavaji i nadale zalozeny na ptivodnim Reichsteinové procesu.

Christiane Wild Raidt. MyRoche, 2014/5

Labor Aktuell 01/15

23



