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ABSTRAKT

V soucasné dobé ve svété trpi chronickym onemocnénim ledvin vice nez 500
milioni lidi, coz znamenad, ze postihuje zhruba kazdého desatého obyvatele nasi planety.
onemocnénim patii prodluzujici se vék populace, narust arterialni hypertenze, obezity a

diabetu.

Onemocnéni ledvin je cela fada, Casto se jedna o poruchy kombinované, postihujici
vice organt &i organovych systémt dohromady. Casna stadia chronického poskozeni
jsou Casto nerozpoznand. Vcasné zjiSténi, posouzeni zadvaznosti a zahajeni 1écby miize
nejen zpomalit, v nékterych pfipadech 1 zastavit, progresi onemocnéni, ale také
vyznamné snizit vyskyt Zivot ohrozujicich kardiovaskularnich komplikaci. Dle KDIGO
(Kideny Disease: Improving Global Outcomes) k zakladnim metodam posouzeni
funkénosti ledvin patii vySetieni GF (glomerularni filtrace). CKD (Chronické
onemocnéni ledvin, Chronic kidney disease) se déli do péti kategorii a to pravé v

zavislosti na jejich snizené funkeci zjistitelné metodou glomeruldrni filtrace.

VySettovani filtracni funkce ledvin je nezbytné nejen pro odhaleni a pfesnou
klasifikaci chronickych onemocnéni ledvin, ale také pro posouzeni s nimi spojeného
kardiovaskularniho rizika. Ke stanoveni glomerularni filtrace se pouzivaji jak metody

piimé, tak v soucasnosti stale ¢astéji metody vypoctove, nevyzadujici sbér moce.

V této praci jsem se zabyvala porovndnim metod vySetfeni glomerularni filtrace.
Jedné metody piimé, clearance endogenniho kreatininu (CCL, creatinine clearance), u
které je nutny pfesny sbér moce za 24 hodin a tii metod vypoctovych. Dvou metod
zavislych na sérové hladiné kreatininu, rovnice MDRD (Modification of Diet in Renal
Disease) a CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) a jedné

zéavislé na sérové koncentraci cystatinu C rovnice CKD-EPI.



V teoretické Casti je stru¢né vysvétlena funkcnost a stavba ledvin. Déle se zmiiuji o
zévaznosti a Cetnosti onemocnéni ledvin a ureni miry poskozeni v zavislosti na
urcitych faktorech. Je zde uveden ptehled pouzivanych metod k ur¢eni hodnot

glomerulérni filtrace a vhodnost pouziti jednotlivych metod a odhad.

V praktické ¢asti je popsan odbér vzorki, jejich analyza a princip stanoveni
vysetiovanych hladin analyt ze vzorkli potfebnych ke zjisténi hodnot glomerularni
filtrace. Vysetfila jsem 90 vybranych dospélych pacientii S podezienim na chronické
onemocnéni ledvin. U kazdého jsem zméfila ti analyty, kreatinin a cystatin C v séru a
kreatinin v moci. Méfeni sérové hladiny kreatininu, cystatinu C a mocového kreatininu
jsem provedla na analyzatoru Advia 1800 diagnostickymi soupravami firmy Siemens na
Pracovisti klinické chemie v Nemocnici Ceské Budg&ovice, a.s. Vysledky jsem
statisticky zhodnotila pomoci krabicového grafu, Passing-Bablokovy regrese a Bland-

Altmanova diagramu.

Zhodnocenim a porovnanim vyslednych dat bylo prokdzano, Ze jednotlivé metody
glomerularni filtrace jsou pro vybranou skupinu pacientd s podezienim na chronické
onemocnéni ledvin zastupitelné a nevykazuji klinicky vyznamné diference. Na zaklade
téchto informaci jsem hypotézu potvrdila. Stejné tak jsem si osvojila pouZité laboratorni

vySetfovaci metody, jak bylo cilem mé prace.



ABSTRAKT

Currently, in the world 500 million people suffer from chronic kidney disease,
which means that affects roughly every tenth inhabitant of our planet. Among many
causes, the most important are an increase of numbers of patients with chronic diseases,

increasing life expectancy, increase of arterial hypertension, obesity and diabetes.

There are many different kinds of kidney diseases, often it's the combined
disturbances which are affecting multiple organs or organ systems. Early stages of
chronic damage are often unrecognized. Early detection, assessment of severity and
early treatment can not only slow but in some cases stop the progression of the disease
and also significantly reduce life-threatening cardiovascular complication. According to
a KDIGO ( Kidney Disease: Improving Global Outcome ). The basic methods includes
assessment and tests of kidney function GFR ( Glomerular filtration rate). CKD (
Chronic Kidney Disease ) is divided into five categories, and it is based on their

reduced function detectable by a glomerular filtration.

Investigation of filtering function of the kidneys is necessary not only for it's
detection and classification of chronic kidney disease, but also to assess the associated
cardiovascular risk. There are methods, which we are using to determine the
glomerular filtration - Direct method and increasingly the calculation methods which

don't require collection of urine.

In this work, | dealt with comparing methods of testing glomerular filtration. One
direct method, creatinine clearance, which required accurate collection of urine for 24
hours and three calculation methods. Two methods which are dependent on creatinine
serum, equation MDRD ( Modification of Diet in Renal disease) and CKD- EPI (
Chronic Kidney Disease-Epidemiology Collaboration) and one dependent on the
concentration of serum of cystatin C equation CKD-EPI.

In the theoretical part is briefly explained the functionality and structure of the
kidney. Then I mentioned the severity and frequency of kidney disease and determined



the extent of damage depending on certain factors. In this part is an overview of the
methods used for determination of rate of glomerular filtration and suitability of

individual methods and estimates.

The practical part describes taking a samples, their analysis and principle of
investigation of analyte levels from samples which are needed to determine levels of
glomerular filtration. 1 examined 90 selected adult patients with suspected chronic
kidney disease. For each one, | measured three analytes- creatinine and cystatin C in
serum and urine creatinine. Measurements of creatinine serum, cystatin C and urinary
creatinine, | carried on analyser ADVIA 1800 diagnostic kit from company Siemens in
workplace of Clinical Chemistry of Hospital Ceske Budejovice, a.s. The results were
statistically evaluated by Box- diagram, by Passing-Bablokovy regression and by
Bland- Altman diagram.

Assessing and compering the final data has shown that the various glomerular
filtration methods are substitute for a selected group of patients with suspected chronic
kidney disease and do not show a clinically significant differences. Based on this
information, | confirm the hypothesis. | embraced used laboratory and investigation

methods. This was the goal of my work.
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1. Uvod

V této bakalaiské praci se zabyvam porovnanim metod glomerularni filtrace, ktera
se stanovuje metodou piimou nebo odhadem z metod vypocétovych. Budu porovnavat
Ctyfi metody glomerularni filtrace u vybranych pacientdt. S metodu clearance
endogenniho kreatininu se sbérem moce za 24 hodin (pfimou metodou) budu srovnavat
metody vypocétu glomerularni filtrace odhadem ze sérové hladiny kreatininu pomoci
zjednodusené rovnice MDRD a rovnice CKD-EPI a cystatinu C rovnéz odhadem
z rovnice CKD-EPI. Ur¢eni hodnoty glomerularni filtrace je z klinického hlediska velmi
dilezité, protoze je ukazatelem funkénosti ledvin, tedy urceni klasifikace chronického

onemocnéni ledvin, a také pro posouzeni s nimi spojené¢ho kardiovaskulérniho rizika.

10



2. Teoreticka Cast

2.1 Anatomie ledvin

Ledviny jsou uloZeny po stranach bederni patefe, pod stropem biisni dutiny — tzv.
retroperitonealné, tj. za dutinou bfi$ni, kterd je ohrani¢ena peritoneem (ve Vysi
dvanactého hrudniho az tfetiho bederniho obratle a nejsou obaleny pobfiSnici. Prava
ledvina je o néco nize, protoze vpravo jsou rovnéz ulozena jatra. Ledvina ma fazolovity,
ovalny tvar a je ¢ervenohnédé barvy. Misto vstupu tepny a vystupu Zily nazyvame hilus.
Ledvina je na povrchu hladka a kryta vazivovym pouzdrem. Na pouzdro naléha pojivo
prorostlé tukem, které chrani ledvinu pfed mechanickym poskozenim. Pouzdro rovnéz
prispiva k udrzeni tlaku v cévach a tubulech. K ledviné piiléha nadledvina a endokrinni

7laza. [1,2,3]

Na fezu lze rozlisit tmavsi ¢ast (ktiru) a svétlejsi (dfen). Dien vybiha v 8 — 12
pyramid, jejich barva je hnédofialovd a mad okem rozpoznatelnou prouzkovitou
strukturu. Svou zevni ¢asti jsou zanofené do ledvinové panvicky. Kazda z ledvin
obsahuje okolo 1 milionu funkénich jednotek neboli nefront. Tento pocet ziistava po

narozeni stejny, v dospélosti se totiz nové nefrony tvotit nemohou. [1,3]

Ledvina dospélého clovéka méfi piiblizné 12 x 6 x 3 cm a vazi kolem 150 g.
Velikost ledvin se béhem Zivota méni, maxima dosahuji ve véku 28 — 30 let a po 65.
roce véku se zpravidla zmensuji. Krev pfitekad do ledviny tepnou (arteria renalis), ktera

se postupné vétvi az na interglobularni arterie. [1,4,5]
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2.1.1 Nefron
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Obr. C. 1 : Schéma glomerulu a juxtaglomerularniho aparatu [1]

Anatomicky i funkéné délime nefron na 5 oddild — glomerulus (glomerulum),
proximalni tubulus, Henleovu klicku, distalni tubulus a sbérny kanalek. Glomerulum,
neboli cévni klubicko, je vmacknuto do dvojvrstevného Bowmanova pouzdra, z jehoz
Stérbiny zafina systém zminénych kanalkd: Nefron je zakladni stavebni a funkéni
jednotkou ledvin. Nefrony jsou mistem filtrace krevni plazmy a nasledné Gpravy sloZeni

a objemu vzniklé tekutiny — moce. [1,5,6]
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Glomerulus, diive nazyvan jako Malpighiho télisko, je tvoien svazkem vlasecnic
napojenych na pfivodni a odvodni tepénku. Prostor mezi jednotlivymi kapildrami je
tvofen mezangiem. Glomeruly protékd krev, ktera se sténou kapilar a sténou
Bowmanova vacku zbavuje odpadnich latek. Tekutina piefiltrovand do Bowmanova
vacku se nazyva glomerularni filtrat nebo také priméarni moc, denné asi 180 litra

tekutiny. [1,5,7]

Tubulus je kanalkovita ¢ast nefronu. Je sloZzena z n¢kolika casti, které se 1isi tvarem
a funkci. Do tubulti pfitéka primarni mo¢ ze Stérbiny Bowmanova pouzdra, kde je
upravovana na definitivni moc¢ tak, ze se priutokem proximalnim kanalkem, Henleovou
klickou a kandlkem distdlnim zbavuje vody, glukézy aminokyselin a ¢asti mineralnich
latek. Tyto latky se vstifebavaji zpét do krve kapilarami optadajici ledvinové kanalky.
Vstiebavani latek se déje aktivnim transportem a transportem pasivnim, kterym je
difaze. [1,5,8]

Prvni casti je proximalni tubulus, ktery je asi 15 mm dlouhy, méa pramér 55 um a
predstavuje nejdelsi ¢ast nefronu. Zacina jako Cast stocena a dale pokracuje jako Cast
pfima. Jeho sténu tvoii jednovrstevny epitel. Tyto builkky maji na svém povrchu tzv.
kartacovy lem, ktery zvétSuje velikost plochy, jeZ je v kontaktu s tekutinou proudici

uvnitt tubulu. Pokracovanim proximalniho tubulu je Henleova klic¢ka. [1,8]

Henleova klicka mé charakteristicky tvar pismene U. Ohyb této trubice se nachazi v
rizné hloubce pyramid, naptiklad u tzv. dlouhych Henleovych kli¢ek dosahuje az k
papilam. Vétsina Henleovych klicek vSak nezasahuje tak hluboko (u dospélého se takto
dlouhé klicky vyskytuji pouze asi jen u 15 % nefronli). Stavba Henleovy klicky je
pfedpokladem pro cinnost tzv. protiproudového systému, ktery umozZiluje tvorbu
koncentrované moce. Henleova klicka se déli na cast sestupnou (descendentni), ktera
sméiuje k papile, a ¢ast vzestupnou (ascendentni), ktera se dale d€li na tlusty a tenky

segment. Tlusté vzestupné raménko se dotykd glomerulu a prochazi tésné¢ kolem
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aferentni a eferentni arterioly. Ve sténé aferentni arterioly jsou pfitomny tzv.
juxtaglomerularni burky, které tvofi renin. Tubularni epitel je v tomto misté
modifikovan a vytvafi macula densa. Juxtaglomeruldrni bunky, macula densa a

vmezetené bunky dohromady tvoii juxtaglomerularni aparat. [1,7,8,9]

Distalni tubulus, jeho prvni Cast je prodlouzenim tlusté ¢asti vzestupného raménka
Henleovy klicky. Distalni tubulus je dlouhy piiblizn¢ 5 mm a je tvofen vrstvou

kubickych bunék bez kartaéového lemu. [1]

Shéraci kandlek je dlouhy asi 20 mm a prochazi ktirou i dfeni. Vylstuje na vrcholu
pyramid. Zde se tubularni tekutina pfeménuje na definitivni mo€ a ta se dostdva do
kalichii a panvicky. Propustnost pro vodu je fizena dvéma hormony aldosteronem a
vasopresinem. Sbéraci kanalky se také podileji na udrzovani homeostazy, protoze se

podileji aktivné na pH moce. [1,4,8]

2.2 Funkce ledvin

Jsou zivotné dilezitym organem. Zakladni funkci ledvin je udrzovani homeostazy.
Na jejim udrzeni se podileji tyto procesy: vyluCovani odpadnich, nepotiebnych a
toxickych latek z téla. Jedna se o latky, jimiZ jsou urea (mocovina), kreatinin, kyselina
mocova, metabolity hormond, 1€k a jejich metabolitl. Déle koncentrace vodikovych
iontd (pH) a zakladnich mineralti, korekce osmolality a tvorba biologicky aktivnich
latek (renin, erytropoetin, prostaglandin a kalcitriol). Mizeme zde zafadit i GCast na
metabolickych pochodech, jako je naptiklad glukoneogeneze apod. VSechny tyto funkce
jsou zajisténé tvorbou moce, kdy jeji pH, koncentrace latek, mnozstvi a osmolalita se

méni v zavislosti na potiebach organismu. [1,8]
Mog¢, kterou ledviny vytvofi, je pak dale transportovana panvickou a mocovodem

az do mocového méchyie. Mocovody jsou asi 30 cm dlouhé trubice, které prochéazeji

retroperitonealnim prostorem do panve a zde vstupuji do mocového méchyie. Mocovy
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méchyi je duty svalovy organ, ve kterém se mo¢ shromazd’uje a ze které¢ho je odvadéna

mocovou trubici pry¢ z téla. [1]

2.2.1 Funkce glomerulu

Ptrevaznou Cast kapalnych slozek odevzda glomerulus do Bowmanova pozdra, jimz
je glomerulus obalen, kde vznika glomerularni filtraci tzv. primarni mo¢ neboli
ultrafiltrat, kterého se pftefiltruje 170 — 200 1 za 24 hodin. Tedy mizeme mluvit v
priméru o prefiltrovani 2ml/s glomerularniho filtratu. M4 podobné slozeni jako krevni
plazma. Z tohoto filtratu se nékteré ziviny dale vstiebavaji a dochazi i exkreci latek
(naptiklad 1éky). Vzhledem k tomu, ze prutok krve ledvinou je zhruba 1000 — 1500
ml/min (tedy 600 — 800 ml plazmy) je profiltrované mnozstvi 15 — 20 % protékajici
krevni plazmy — filtraéni frakce. [8]

Vysledny filtracni tlak je pouze 1,3 — 1,5 kPa a to v dusledku snizeni ptivodniho
tlaku proudiciho kapildrami glomeruli (6 — 7 kPa). SniZeni tlaku je zpusobeno
pusobenim onkotického tlaku plazmatickych bilkovin a tlakem tekutiny v Bowmanové
pouzdie. Tlak piisobici v kapilarach glomerull je témét dvojnasobkem tlaku plisobiciho
v kapilarach jinych organd. Nesmime zapomenout, ze sloZzeni a mnozstvi filtra¢ni
tekutiny proslé siti glomerull je stejné tak zavislé jak na tlaku, tak i na propustnosti
glomeruldrni membrany. Ta je sloZena z nckolika vrstev s rGznou propustnosti —

endotelovych bungk, bazalni membrany a epitelovych bunék Bowmanova vacku. [9]

2.2.2 Funkce proximalniho tubulu

Hlavnim ukolem proximalniho tubulu je zpétnad resorpce primarni moce zpet do
krve. Zpétn¢€ se zde resorbuje 75 — 80 % glomerularniho filtratu, a to bez ohledu na
stupent hydratace organismu. Resorpce je pohanéna aktivnim transportem Na+ , ktery
zajiStuje Na+ /K+ pumpa. Ostatni latky se vétSinou resorbuji pasivné po osmotickém a

koncentraénim gradientu, ktery vznika aktivni resorpci Na+. Kromé vody se zde
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vstiebava Na+, Cl-, mocovina a hydrogenuhli¢itany. Do peritubularni krve se vraci

velka ¢ast K+, Ca2+, Mg2+, fosfatua aj. [8,11]

Kvantitativné se zde resorbuje také glukdza, aminokyseliny a mnozstvi dalSich
organickych latek. Néekteré latky se v tubulech aktivné vylucuji. Jsou to latky, které
piijimame potravou a které jsou fyziologicky nepotiebné, cizorodé ¢i Skodlivé (1éky).
Cast se nejprve detoxikuje v jatrech, napiiklad slou¢enim s kyselinou sirovou nebo
glukuronovou a teprve pak se tyto slouc¢eniny vylucuji ledvinami. Proximalni tubulus se
podili na udrzovani objemu ECT (extra celularni tekutina) v organismu, nikoli vSak na
udrzovani osmolality, pH a slozeni ECT. Do sestupného raménka Henleovy klicky pak
odchazi izoosmoticka tubuldrni tekutina zredukované na 20-25 % piivodniho mnoZzstvi

glomerularniho filtratu. [8,11]

2.2.3 Funkce Henleovy kli¢ky

Henleova klicka ma vlasenkové usporadani, coz znamena, ze tekutina tece ve dvou
raménkach protiproudem. To je vyhodné pro osmotickou Upravu tubularni tekutiny.
Descendentni raménko Henleovy kli¢ky je voln€ prostupné pro vodu a ionty, zatimco
tlusta Cast ascendentniho raménka je pro vodu nepropustnd a mé aktivni mechanismus
ke vstfebavani Na+ a Cl- z tubulu do intersticia. Tato cast je velice dulezitd pro
vytvofeni vysokého osmotického tlaku ve dfeni, ktery pak umoZiuje tvorbu

koncentrované moce. [1,8]

2.2.4 TFunkce distalniho tubulu

Pro vodu je relativné nepropustny. Pfevazuje zde odstranovani rozpusténych latek
nad odstraiilovanim rozpoustédla a tubularni tekutina se zfed’uje. Resorpce vody a Na+ v
tomto useku je variabilni a je regulovana aldosteronem, vasopresinem a atridlnim
natriuretickym faktorem. V distalnim tubulu dochazi k odstranéni asi 5 % filtrované

vody. Objem tubuldrni tekutiny je zde zavisly na stupni hydratace organismu a
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osmolalit¢ ECT. Dalsi ¢asti tubulu je spojovaci segment, ktery spojuje konec distalniho

tubulu se sbéracimi kanalky. [1,8,11]

2.2.5 Slozeni a mnozZstvi moce

Moc je slozena ptedevs§im z 95% vody. Déle ji tvoii odpadni latky vznikajici pfi
latkové preméné v organismu (mocovina, kyselina mocova, mocova barviva) a nckteré
ionty. Slozeni moce odrazi stav ledvin, proto jeji vySetfeni dnes patii k zakladnim
biochemickym testim pii hodnoceni stavu organismu. MnozZstvi vylou¢ené moce zavisi
na pfijmu (pitny rezim) a ztratdch vody jinymi cestami (prijmy, zvraceni, poceni).
Obvykle se pohybuje mezi 1000 — 1500 mi/24 hodin. Za normalnich okolnosti mo¢
neobsahuje méfitelné mnozstvi bilkovin, aminokyselin, gluk6zy ani bilirubinu a rovnéz
krev a patogeny (bakterie). Lze prokazat malé mnozstvi epitelovych bunék a leukocyti
a to po centrifugaci moce. Hormonalné je tvorba moce ovlivnéna hormonem ADH
(adiuretin), ten zvySuje propustnost bunéénych membran pro vodu v distalnim kanalku
ledvin a umoznuje tak jeji reabsorpci. Nedostatek ADH vyvolava diabetes incipidus
(,»ziznivku®). Dalsim hormonem je aldosteron, ten zvysSuje v ledvinnych kanalcich
zpétné vstfebavani iontll sodiku (tim zvySuje 1 zpétné vstfebavani vody) a soucasné

sekreci iontu drasliku. [1,5,10]

2.3 Choroby ledvin

Z hlediska funk¢nosti nefronu dochazi k poskozeni glomerularni nebo tubularni
¢asti. Pti poSkozeni glomerularni ¢asti nefronu dochazi k poklesu glomerularni filtrace
(glomerulonefritida, diabeticka glomeruloskleroza), a to vede ke $patnému vylucovani
vody, soli nebo dusikatych latek. Také mtize dojit k poSkozeni tubull a jejich funkce
(intersticidlni nefritida, akutni tubuldrni nekréza nebo intoxikace tézkymi kovy).
Zpravidla vSechna onemocnéni postupné poskodi obé ¢asti glomerulu. Onemocnéni

ledvin mizeme rozdélit z hlediska prib&hu poskozeni na akutni a chronické. [12,13]
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Chronicka forma poskozeni ma pomaly néastup a onemocnéni se rozviji béhem
nekolika let. PoSkozeni nefronu je nevratné a hodnoty glomerularni filtrace sahaji az do
patologickych hodnot. Naproti tomu akutni forma se vyviji rychle a to béhem n¢kolika
hodin az dnti. V kratkodobém piipadé se jedna o reverzibilni pokles exkre¢né

metabolické funkce. [14]

SniZzeni glomerularni filtrace se projevi zvySenim ledvinovych metaboliti v séru
(mocovina a kreatininu). Uréeni velikosti glomerularni filtrace (GF) ma velky vyznam v
diagnostice onemocnéni ledvin. Stupen snizeni GF je pfimo umérny stupni poskozeni

ledviny. [6]

2.3.1 Chronické onemocnéni ledvin (CKD)

Chronické onemocnéni ledvin (CKD) je stav, kdy ledviny drzi stabilni vnitini
prostiedi jen pifi urlitych omezenich, jako jsou snizeny pfijem bilkovin
(nizkoproteinova dieta), regulovany piijem tekutin a minerald, télesné Setieni a tedy ani
Zadna mimotadna zat€Z (nadmérny ptivod sodiku, bilkovin a vody, operace, trauma,
infekce). Z klinické praxe je znamo, Ze existuje mnoho situaci, kdy nemocni maji
omezenou renalni funkei, a pfesto je toto omezeni nijak neohrozuje, protoZe neni
progresivni a spojeno s dal$imi abnormalitami. Abnormality musi byt pfitomné po dobu
delsi jak tfi mésice. Tato doba je nutna pro odliseni od akutniho poskozeni ledvin (AKI
— Acute Kidney Injury). AKI maji odlisnou 1é¢bu, diagnostiku, pii¢iny a nasledky
onemocnéni. V ptipade€, Ze poskozeni ledvin béhem tii mésich prestane byt patrné, Slo o
akutni poskozeni ledvin. VétSina onemocnéni ledvin nemé symptomy az do pozdéjsich
stadii a jsou detekovatelna jako chronickd onemocnéni. Pacienti s CKD maji 10krat

vyssi riziko umrti na infarkt myokardu nebo mozkovou ptihodu. [15,16,17]

CKD lze vymezit do rozmezi 75 — 25 % normalni funkce ledvin. U pacienti

S poskozenim ledvin se mohou hladiny metabolitl v krvi lisit od fyziologickych hodnot,
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tedy jsou vyssi avSak delsi dobu stabilni, nenartstaji. [15]

2.3.1.1 Definice a klasifikace

V roce 2002 skupina KDOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) vydala
doporuceni pro definici, klasifikaci a vySetieni CKD. To vSak vedlo k mnoha diskuzim
a spekulacim, které vedly po nékolika letech k vytvofeni nové definice a klasifikace
CKD a to podle doporu¢eni KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes)
publikovaném v roce 2013. [18,19]

Definice pro CKD dle KDIGO jsou: pritomnost poskozeni ledvin nebo pokles
funkce ledvin pod (1,0 ml.s™.1,73 m™). Ob¢ tato kritéria musi byt piitomna nejméné 3
mésice). [18,20]

Ukazatele poskozeni ledvin:

e Albuminurie: obsah albuminu > 30 mg/24 hodin nebo pomér albumin/kreatinin
> 3,0 mg/mmol (fyziologicka albuminurie je < 1,0 mg/mmol kreatininu)

e Nalez v mocovém sedimentu (napf. erytrocytarni valce, leukocytarni valce,
granulované valce)

e Nalez ukazujici na renalni tubularni poruchy, tj. elektrolytové a jiné poruchy
vnitiniho prostfedi zpisobené tubuldrnimi poruchami (napf. renalni tubulérni
acidoza, renalni tubuldrni proteinurie)

e Histologicky nélez pii biopsii. Nélez zjiStény zobrazovacimi metodami (napf.
polycystické ledviny, hydronefrdza zpiisobena obstrukci)

e Anamnéza transplantace ledvin
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Pacient s CKD by mél byt klasifikovan podle:
e PriCiny (napft. diabetick¢ CKD, CKD zpiisobené amyloid6zou)

e Kategorie GF (G1, G2, G3a, G3b, G4, G5)
e Kategorie albuminurie (Al, A2, A3)

Kategorie GF:
e CKD I: normalni, nesnizend glomerularni filtrace (glomerularni filtrace > 1,5

ml/s.1,73%)

e CKD II: lehka ledvinna nedostatec¢nost (glomerularni filtrace 1,0 - 1,49 ml/s.
1,733

e CKD III: stiedné¢ tézka ledvinna nedostate¢nost (glomerularni filtrace 0,5 - 0,99

ml/s. 1,732

e CKD IV: tézka ledvinna nedostatecnost (glomerularni filtrace 0,25 - 0,49 ml/s.
1,737

e CKD V: ledvinné selhani (glomerularni filtrace < 0,25 ml/s. 1,73‘2)

Kategorie albuminurie

e Al - Albuminurie <30 mg/24 h
e A2 - Albuminurie 30 az 300 mg/24 h
e A3 - Albuminurie >300 mg/24 h.

2.3.2 Akutni poskozeni ledvin (AKI)

Akutni poskozeni ledvin (diive znamé jako akutni selhani ledvin) se vyviji nahle
béhem nékolika hodin az dni (napf. pii akutni glomerulonefritidé, vlivem
nefrologickych jedl ¢i pfi Soku; pfi Soku je selhani ledvin zprvu reverzibilni, pozdé&ji
dochdzi k anatomickym zméndm — akutni tubuldrni nekréze. I v tomto piipadé miize

dojit k regeneraci bundk ledvin a &asteéné restituci renalnich funkci. Casnou
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diagnostikou a ucinnou 1écbou muzeme tizi poSkozeni vyznamné ovlivnit. Akutni
poskozeni ledvin bylo definovano a klasifikovano dle kritérii RIFLE (Risk, Injury,
Failure, Loss, Endstage kidney disease), zaloZzenych na nejhor$i hodnoté sérového

kreatininu nebo diurézy kdykoli v pribéhu hospitalizace.[21,22,13]

3 stadia AKI:
¢ |. Riziko (Risk)
e II. Poskozeni ledvin (Injury)
e [II Selhani ledvin (Failure)

2.4 Glomerularni filtrace

Historie vySetfeni glomerularni filtrace saha az do roku 1926, kdy byl objeven
princip méfeni GF. Funkéni vySetfeni ledvin umoziiuje posoudit, zda je funkce ledvin
fyziologicka ¢i snizena a urcit stupeni tohoto snizeni. K zédkladnim metoddm patii prave
vysetfovani glomerularni filtrace (GF), kdy stupen snizeni GF slouzi jako klasifika¢ni
marker stupné zavaznosti poskozeni ledvin. Glomerularni filtrace je spole¢né s tubularni
resorpci a sekreci jednim ze zdkladnich mechanismi slouzicich k udrzeni homeostazy

vnitiniho prostiedi. Hodnota GF se s pfibyvajicim vékem snizuje. [23,24,13]

Tabulka €. 1 Faktory rozhodujici o filtraci v glomerulérnich kapilarach

Faktory rozhodujici o filtraci v glomerularnich kapilarach:

Rozsah kapilarniho feciste (filtracni plocha)

Permeabilita kapilar

Gradient hydrostatickych a onkotickych tlakt pies kapilarni sténu

Z hlediska teorie vypoctu GF je hodnota filtrace v jednom glomerulu:
snGF = K. (P—TE)
Kde je:

e K — filtraéni koeficient
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e K;=k.S (kje efektivni hydraulicka permeabilita; S je velikost filtraéni plochy)
e P —stfedni transkapilarni hydraulicky gradient

e 7 —stiedni diference onkotického tlaku.

Celkova GF je pak rovna nasobku syGF poctem glomeruli:

GF=N. SNGF

Tabulka €. 2 Faktory ovliviiujici GF.

Faktory ovliviiujici GF

Zmeény pratoku krve ledvinou

Zmény V systémovém krevnim tlaku

Zmeény hydrostatického tlaku v Bowmanové pouzdie
Obstrukce ureteru

Edém ledvin v pevném pouzdru

Zmény koncentrace plazmatickych proteint (dehydratace, hypoproteinemie)
Stadium CKD

Tehotenstvi

Snizeni perfaze ledvin

Zvyseni a snizeni objemu ECT

Léky

Akutni ptijem bilkovin nebo aminokyselin

Hyper a hypoglykemie
Hodnota TK a hypertenze

V soucasné dob¢ se uziva ke stanoveni GF metod pifimych (se sbérem moce) ¢i
metod vypoctovych (bez sbéru mocée) vychazejicich z hodnoty sérového kreatininu nebo
cystatinu C a dalsich proménnych faktor (v€k, hmotnost, urea, albumin, pohlavi, rasa
apod.).[20]
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2.4.1 Metody méreni GF se shérem moce

2.4.1.1 Renalni clearance inulinu

Polysacharid inulin je tvofen ze zakladnich fruktézovych jednotek.; Je filtrovan
glomerulem a jeho veskeré piefiltrované mnozstvi je vylouéené v definitivni moci. Mira
filtrace, tzv. clearance inulinu poskytuje nejpravdivéjsi hodnotu GF, vyzaduje vSak
pfesné a metodicky pomérné narocné laboratorni vySetfeni za standardnich podminek

hydratace. Z tohoto diivodu se v praxi méteni inulinu nevyuziva.[13,23]

2.4.1.2 Renalni clearance (endogenniho) kreatininu

Kreatinin vznika ve svalu metabolizaci kreatininu, je voln¢ filtrovan v glomerulech
a je vylucovan do moce pievazné glomerularni filtraci, ale Casteéné také tubularni
sekreci. U zdravych jedinct je tubularni sekreci vylu¢ovano do moce maximalné 5 az
10 % vylucovaného kreatininu. Skute¢nou hodnotu glomerularni filtrace tedy clearance
kreatininu systematicky nadhodnocuje (zhruba o 10 az 20%). U pacientt s chronickym
renalnim onemocnénim (CKD 4 az 5) se tubuldrni sekrece kreatininu zvySuje a
Vv koneénych stadiich renalniho selhani ledvin mutize clearance kreatininu piesahovat GF

az 0 100%. [13,23]

Neékteré 1éky, napf. cimetidin nebo trimetoprim, maji za nasledek blokovani
tubularni sekrece kreatininu a v tomto pfipadé nemusi znamenat vzestup sérového

kreatininu sniZzeni GF, ale pouze snizeni tubularni sekrece kreatininu. [23]

Z praktickych dtvodu se Casto spokojime s odhadem glomerularni filtrace podle
hodnot sérového kreatinu. Vztah mezi clearanci kreatinu a sérovym kreatininem je
hyperbolicky, tzn., Ze pii poklesu clearance kreatininu az pfiblizné¢ o 50 % stoupa

sérovy kreatinin jen minimaln¢€. Vzhledem k tomu ze sérovy kreatinin zavisi také na
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mnozstvi svalové hmoty, jsou hodnoty sérového kreatininu vyrazné niz$i u drobnych
jedinct, u Zen a také nemocnych se svalovou atrofii. Odhad glomerularni filtrace pouze
na podkladé sérového kreatininu muze vést u nékterych jedinct k nerozpoznani

chronické renalni insuficience. [13,20]

Kreatininova clearance se urCuje podle méfeni mocového vyluCovani kreatininu,
sérové koncentrace kreatininu, doby sbéru moce a objemu. Vypocet se provadi dle
VZOrce:

Ckr = (Ukr . V) / Skr

Kde je:
e Uy - koncentrace kreatininu v moc¢i v umol/l
e V - objem moce vytvoreny za sledovanou ¢asovou jednotku v ml/s

e Sy - koncentrace kreatininu v krevnim séru v umol/l

Hodnota Cy, (clearance kreatininu) poskytuje lepsi ptedstavu o GF nez odhad na
zaklade Sy, protoze tato veli¢ina neni ovlivnéna extrarendlnimi faktory plisobicimi na
hodnotu Si.. Jde o extrarenalni vylu¢ovani kreatininu pfedevsim stfevem u jedincd v
pokrocilejsim stadiu CKD, zmény distribu¢niho prostoru kreatininu (zvIasté u jedinct s
velkymi otoky) a zejména rozdily v objemu svalové hmoty nebo pfijmu masa. Produkce
kreatininu zavisi téZ na funkci jater. V jatrech je tvofen kreatin, ktery je uvolfiovan do
cirkulace, vychytavan ve svalech, kde je neenzymaticky pfeménén na kreatinin.
Hodnoty Cy, se prepocitavaji na idealni télesny povrch (1,73 mz). Jak je zfeymé ze
vzorce pro vypocet Cyy, je pro stanoveni této veliCiny nutny pfesny sbér moce. Tato
okolnost je v denni praxi ¢asto velkym problémem a chyby v netplném sbéru moce
znemozinuji posoudit spravné Cy,. To je jednim z hlavnich divodi, pro¢ fada klinikt

radé&ji voli odhad GF na podkladé hodnoceni Sk, nebo uZije vypoctové metody. [20]
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2.4.2 Metody méreni GF bez sbéru moce

Cilem vsech vypoctovych metod odhadu glomeruldrni filtrace (eGF) je provedeni
bez sbéru moce. Nespravny sbér moce predstavuje nejvétsi zdroj chyb pii bézném
stanoveni. VypocCtové metody vychazeji ze sérovych hodnot stanovovanych analytii a
dalSich proménnych faktorti (v€k, hmotnost, pohlavi, rasa, urea...). Mezi tyto analyty

patii kreatinin a cystatin C. [20,25]

2.4.2.1 Cystatin C

V roce 1961 se uskutecnily tfi rizné studie, které nezavisle na sobé popsaly novy
protein objeveny pii imunoelektroforéze. Tento bazicky nizkomolekularni protein se
objevuje v elektroforéze za y globulinovou frakei, proto jeho prvni nazev byl "protein za
v" nebo "y stopa" ( z angl. "post y protein" nebo "y trace"). Pozdé&ji riizni autofi potvrdili
jeho ptitomnost v krvi a dalSich télnich tekutindch (slinach, cerebrospindlni tekuting-
CSF, seminalni tekutiné a mlezivu). V roce 1979 Lofberg a Grubb pouzili k jeho
stanoveni radidlni imunodifiizi a tim potvrdili jeho pfitomnost v krvi, slinach a CSF,
avSak v rizném mnozstvi. Jeho koncentrace v CSF byla 5 krat vyssi nez v plazmé&. Déle
byla zjiSténa vyssi sérova koncentrace u dialyzovanych pacientl nez u zdravych lidi. A
také narGst koncentrace v moci u pacienti s tubulopatii. Po ureni sekvence
aminokyselin a molekulové hmotnosti (Mr = 13260) vyjadfil v roce 1982 Brzin a
kolegové podobnost mezi timto proteinem a inhibitorem cysteinovych proteinaz patiici
do rodiny cystatind. Poté vznikl dne$ni nazev cystatin C. V roce 1984 ho Grubb a
kolegové navrhli jako biologicky ukazatel glomerularni filtrace. Nedostal se vSak jesté
na stejnou uroven jako kreatinin z diivodu nedostateénych poznatkt. O 20 let pozdéji se
vsak znalosti o cystatinu C natolik zdokonalily, ze byl navrzen jako ukazatel
glomerulérni filtrace, ktery mé nahradit kreatinin. Jeho vyznam nachézime piedevsim u
pacientll s vyrazn¢ odchylenou hodnotou svalové hmoty. Dalsi studie umoznily jeho
vyuziti v méfeni renalni funkce u riznych populaci a dale 1 klinické vyuziti

Vv kardiologii, onkologii a klinické farmakologii. [26]
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2.4.2.1.1 Fyziologie a metabolismus cystatinu C

Cystatin C patii do skupiny inhibitori cysteinovych proteinaz. Cysteinové
proteinazy jsou enzymy, které katalyzuji Stépeni bilkovin a obsahuji ve svém aktivnim
centru aminokyselinu cysteinu. Hraji velkou roli v intracelularnim katabolismu peptida
a proteint, napf. pfi proteolyze prohormonti a proenzymu, destrukci kolagenu a

crossingu bazalni membrany v nadorovych bunkach. [24,27,28]

Cystatin C je neglykosylovany bazicky nizkomolekularni protein o relativni
molekulové hmotnosti 13000, ktery tvoii vSechny jaderné bunky. Cystatin C je bez
omezeni filtrovéan ptes glomeruldrni kapilary, protoze ma nizkou molekulovou hmotnost
a z4dny vazajici protein. V proximalnim tubulu je zcela reabsorbovan do tubularnich
bun¢k, v kterych je kompletn¢ katabolizovan, takze do peritubularni tekutiny zadny
cystatin C neptechazi. Tubularni reabsorbce se déje pres receptor megalin (spole¢ny pro
vice proteinll) procesem, ktery se nazyva endocytoza. Je Siroce akceptovano, Ze k
tubularni sekreci cystatinu C nedochazi. Fyziologicka koncentrace cystatinu C v moci je
extrémné nizkd (v rozmezi desetin mg/l) a mize byt zméfena imunonefelometricky.
Zjistén¢  koncentrace vyS§Si nez fyziologické jsou brany jako tubularni

patologie.[23,26,27]

Cystatin C je kddovan provoznim genem, tj. genem, jehoz exprese neni regulovana.
To znamend, Ze ma cystatin C konstantni produkci. Jeho konstantni produkce a mala
molekula zplisobuji, Ze je koncentrace cystatinu C v krevnim séru (plazmé) zavisla
pfedevSim na glomerulérni filtraci. Z tohoto diivodu byl cystatin C navrZen jako marker
renalni funkce, ktery by mohl nahradit kreatinin. [23,25,26]
Fyziologické vlastnosti cystatinu C jako ukazatele GF:

e konstantni produkce a konstantni koncentrace v plazmé pii kolisavé GFR

e nizkad intraindividualni variabilita (u konkrétni osoby je jeho produkce

konstantni)
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e 7adnd vazebna plazmaticka bilkovina
e 7adna sekrece a reabsorpce do ECT
e 74dna extrarenalni clearence.

Protoze produkce cystatinu C nepodléha cirkadiannimu rytmu, muaze Se stanovit

kdykoliv béhem dne. [17]

2.4.2.1.2 Faktory ovliviwjici produkei cystatinu C

Pohlavi je jednim z faktor ovliviiujici hodnoty sérového cystatinu. Az do 60. roku
zivota dospélych lidi jsou koncentrace cystatinu C u zen a muzl rozdilné. U Zen je
hladina v séru nizs$i nez u muzu. Dale je vyssi produkce cystatinu C u déti do 14 let,
hranice 14 let je spojena se zac¢inajici pubertou. Zvysené hodnoty jsou stanoveny také u
novorozencu, véetné predCasné narozenych, bez ohledu na pohlavi, hmotnost a vysku

ditéte. Pti¢inou zvlast¢ u dfive narozenych déti je nizkd GF, ktera odrazi proces

vyzravani ledvin. [29]

Stanoveni cystatinu C v séru u déti je vyhodou, protoze jeho hladina neni zavisla na
télesné vySce na rozdil od sérového kreatininu, ktery je na tomto parametru zavisly.
Déle je moZno posoudit funkci ledvin plodu ze stanoveni sérového cystatinu C, protoze
cystatin C neprochazi fetoplacentarni membranou oproti kreatininu. Studie o cystatinu
C ukazuji, ze sérovy cystatin C je ovlivnén svalovou hmotou, pfesto variabilita
produkce cystatinu C zplsobend svalovou hmotou je daleko mensi nez v piipadé
kreatininu. Velmi zna¢na vyhoda stanoveni cystatinu C nad kreatininem je u pacientt se
sniZzenou svalovou vybavou, napf. pii podvyZzivé ¢i ztraté¢ vyznamné ¢asti koncetiny,

dlouhodobé imobilizaci a svalové dystrofii. [29,30,31]
Zvysenou sérovou hladinu cystatin C maji pacienti, ktefi uzivaji k Ilécbé

glukokortikoidy, pacienti s nekompenzovanou hypertyre6zou nebo se vyskytuje u

pacientll s progresi melanomu, kolorektalnim karcinomem nebo u lymfoproliferativnich
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procest. Naopak snizené hodnoty cystatinu C v séru maji pacienti s hypotyredzou, tedy

koncentrace cystatinu C je pfimo umérna mnozstvi hormond §titné zlazy. [13,25]

2.4.2.1.3 Vhodné vyuziti cystatinu C

Velmi zna¢né vyhoda stanoveni cystatinu C nad kreatininem je u pacientl se
snizenou svalovou vybavou, napf. pfi podvyzivé ¢i ztrat¢ vyznamné casti koncetiny,
dlouhodobé imobilizaci a svalové dystrofii. K potvrzeni chronického onemocnéni
ledvin: GF pod 1,0 ml.st.1,73,2 podle odhadu ze sérového kreatininu, zejména nejsou-
li ptitomné markery poSkozeni ledvin. U stavi, kde koncentrace kreatininu v séru je
vyznamné ovlivnéna (t€hotné, generalizované otoky, malé déti, rychlé zmény stavu aj.)

[13,30,31]

2.4.2.1.4 Stanoveni cystatinu C

Cystatin C stanovujeme pomoci imunochemickych metod zaloZenych na
aglutinaci latexovych ¢astic potaZzenych polyklonalni protilatkou proti cystatinu C a to
metody PENIA (particle-enhanced nephelometric immuno-assay), pracuje na principu
imunonefelometrie a metodu PETIA (particle-enhanced turbidimetric immuno-assay),
ktera pracuje na principu imunoturbidimetrie. U metody PETIA se méti mnozstvi
propusténého svétla ve stejném sméru jako zdroj svétla a u metody PENIA se méii
mnozstvi rozptyleného svétla v thlu 90° od zdroje svétla. Hlavnim rozdilem mezi
metodami je, ze PETIA mize byt provadéna na multianalytickych automatickych
biochemickych analyzatorech, na rozdil od metody PENIA, kterd miZe byt provadéna

na automatickych imunonefelometrech. [30]

Protilatky pouzité pfi aglutinaci jsou rizného pivodu. Metoda PENIA Siemens uziva
vlastni polyklonalni protilatky. K dostani jsou také reagencie vyrdbéné od
DakoCytomation, které obsahujici latexové Castice potazené krali¢i protilatkou. Tyto

reagencie mohou byt uzity jak v PETIA tak v PENIA.
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V soucasnosti jsou k dispozici 2 typy kalibra¢niho materialu:

e DakoCytomation a Gentian AS pouzivaji rekombinantni lidsky sérovy cystatin

C

e Siemens pouziva purifikovany cystatin C z lidské moce
Podle doporuéeni Ceské nefrologické spoleénosti CLS JEP a Ceské spoleénosti klinické
biochemie CLS JEP zroku 2014 stanoveni cystatinu C v séru je nezbytné provadét
pouze metodou, jejiz pracovni kalibrator je metrologicky navazny na mezinarodni
referencni materidl ERM DA 471/IFCC. Pouziti nestandardizovaného stanoveni
cystatinu C bez metrologické navaznosti pracovniho kalibratoru na ERM-DA 471/IFCC
je zcela obsoletni. Pfesto neni tato standardizace cystatinu C pomoci nového
referenéniho materialu u nékterych metod nékterych vyrobct doposud provedena.
Preciznost méfeni 1ze pii méfeni koncentraci kolem 1 mg/l charakterizovat hodnotou
CV = 3,0 az 5,6 % a pii méfeni v koncentra¢nim intervalu 2,0 az 4,0 mg/l cystatinu C je
hodnota CV = 1,1 az 3,5 %. [30,32]

Turbidimetrie je optickd metoda zalozend na méfeni prochazejiciho svétla
zeslabeného rozptylem na casticich. Nejvyznamnéjsi z metod zalozenych na méteni
stupné zakalu — turbidity, je cela fada. Nejvyznamnéjsi je skupina imunochemickych
metod zalozena na principu antigen protilatka. Absorpce zateni po prichodu koloidnim
roztokem nebo roztokem zakalenym jemnou srazeninou, se méfi absorpénimi fotometry
a spektrofotometry. Nejvétsi citlivosti turbidimetrickych metod se dosahuje modrym
svétlem (435-480 nm), protoZe halogenova zZarovka sviti pfi 340 nm pomérné slabé a

jeji svétlo musi byt zesileno nasobic¢em. [33]

Nefelometrie se zabyva méfenim intenzity difizné rozptyleného svétla na
dispergovanych casticich. Rozptylené svétlo vychdzi zroztoku vSemi sméry, tzv.
Tyndallovo svétlo. Toto svétlo se méti pod uhlem, ktery je odlisny od sméru
dopadajiciho zafeni. Pouziva se bud’ laserovy nefelometr, vyuziva helium-neonového
laseru, detektor je nastaven pod thlem 5 az 35 stupna anebo konvenéni nefelometr, ten

vyuziva jako zdroj svétla zarovku nebo xenonovou vybojku a maji interferencni filtr.
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Detektor je nastaven pod uhlem 70 az 90 stupnd. Nefelometr je citlivéjsi nez

turbidimetr. [33]

2.4.2.2 Kreatinin

Kreatinin (Mr = 113,12) je cyklickd dusikata organicka latka. Z hlediska chemické
struktury je to anhydrid kreatinu. Kreatin je dusikata organicka kyselina, na kterou
poprvé upozornil roku 1832 francouzsky chemik Michel Eugene Chevreul. Nové

objevena kyselina ziskala sviij nazev z feckého slova “kreas* coz znamena maso. [34]

2.4.2.2.1 Vznik a metabolismus

Kreatinin vznika ve svalu z kreatinfosfatu ireversibilni neenzymovou dehydrataci a
ztratou fosfatu. Kreatin se tvofi enzymaticky v jatrech a na jeho biosyntéze se podileji
tfi aminokyseliny- arginin, glycin a methionin. Z jater se kreatin transportuje krvi
predevsim do kosternich svalti, myokardu a mozku. Ve svalech plni velmi dilezitou
funkci ve formé kreatinfosfatu tim, Ze kumuluje volnou energii v tzv. makroergnich

vazbach. [34,35]

Kreatinfosfat vznika z ATP a kreatinu, kdyZ je sval relaxovan a poZzadavky na ATP
nejsou tak vysoké. Enzym, ktery katalyzuje fosforylaci kreatinu, se jmenuje
kreatinfosfokinaza (CPK). Nejvice energie svalova buika vyuziva na pocatku zvySené
svalové Cinnosti, kdy se okamzité¢ z kreatinfosfatu uvoliiuje makroergni fosfat. Ten se
navaze na ADP za vzniku ATP a tim je dodana potfebné energie na stah. V kosternich
svalech je asi 98% z celkové zasoby kreatinu, ktera je pfimo umérna svalové hmotnosti
a zavisla na véku, pohlavi a pfijmu v potravé. Kreatinin je vlastné odpadnim produktem
degradace kreatinfosfatu. Denné jsou na kreatinin pieménény asi 1-2 % svalového

kreatinu. [35]
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2.4.2.2.2 Vylucovani kreatininu

Mezi produkci a exkreci kreatininu je za normalnich okolnosti rovnovazny vztah.
Koncentrace sérového kreatininu zavisi na mnozstvi svalové hmoty a s tim souvisejicim
véku a pohlavi. Dale na funkci glomerulti, proto je vhodnym ukazatelem funkcni
kapacity glomerul. A také koncentraci sérového kreatininu ovliviiuje jeho pfijem v
potravé. Kreatinin je latka bezprahova, protoze se voln¢ filtruje pies ledvinné glomeruly
(90% je filtrovano a 10% se do moce dostava tubularni sekreci) a neni resorbovana

tubuly zpatky do krve. [35]

2.4.2.2.3 Zmény koncentrace kreatininu

Koncentrace kreatininu béhem dne kolisd, podléhd cirkadidnnimu rytmu.
Maximalni koncentrace jsou vecer a minimalni rdno, s rozdilem az 50 %. Rozdil je
zavisly na fyzické aktivité. Jinak je koncentrace kreatininu mensi u zen nez u muzu (je
to ddno mensim mnozstvi svalové hmoty). Vyrazné niz§i hodnoty sérového kreatininu
se nachazeji v détském véku. Tim, Ze je produkce kreatininu pfimo Umérnd mnoZstvi
svalové hmoty, tak u konkrétni osoby je jeho denni produkce téméf konstantni.
SniZenou koncentraci kreatininu v séru maji t€hotné Zeny a lidé s hyperthyredzou (maji
zvysenou velikost glomerularni filtrace). Dale pacienti se svalovymi atrofiemi. Nizkou
koncentraci kreatininu v séru také zplsobuje nedostatecny piijem proteinlii v potrave.
Zvysend koncentrace sérového kreatininu se vyskytuje u zvySené produkce kreatininu
(pacienti s rozsahlym poskozenim svall pfi traumatech nebo pfi té¢lesné namaze) a také
pii zvySeném piijmu bilkovin (maso, masné vyrobky, masovy vyvar). Nebo je pfi¢ina
ve snizeném vylucovani kreatininu ledvinou (prerendlni, rendlni a postrenalni pfic¢iny
postizeni ledvin). ZvySenou hladinu maji pacienti se snizenou funkci $titné Zlazy.

[30,31,35]
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2.4.2.2.4 Stanoveni kreatininu

Referencni metodou stanoveni kreatininu je plynova chromatografie s izotopovou
diluci a hmotnostni spektrometrii. Byly vytvofeny referen¢ni materialy, od kterych se
odvozuji komeréni soupravy pro stanoveni kreatininu, které maji eliminovat nizkou

specifi¢nost stanoveni. [30]

Rutinni metoda - Jaffého reakce je zalozena na reakci kreatininu v alkalickém
prostfedi s kyselinou pikrovou (trinitrobenzoovou) za vzniku cervenooranzového
komplexu. Intenzita zbarveni vzniklého produktu se stanovuje spektrofotometricky a je

piimo umérna koncentraci kreatininu v analyzovaném vzorku. [34,35]

kreatinin + kyselina pikrovd (pH>7, NaOH) —  cervenooranzovy komplex

Jaffého reakce neni specifickd, s kyselinou pikrovou reaguji také tzv. Jaffého
pozitivni chromogeny. Fale$né zvySeni koncentrace kreatininu zpiisobuje napft. kyselina
askorbovd a zvySend koncentrace glukézy a ketolatek. Dale ovliviiuje vysledek
stanoveni kreatininu zvySena koncentrace bilirubinu, proto je nutné rusici vliv bilirubinu
odstranit (pouziti ferrikyanidu, ktery katalyzuje oxidaci bilirubinu na biliverdin). Dalsi
moznosti zvySeni specifity Jaffého reakce je kineticky zplsob méfeni, protoze latky
reaguji s kyselinou pikrovou riznou rychlosti. V soucasnosti dochazi k pravam této
metody, aby byly vysledky srovnatelné s referenéni metodou alespont v oblasti
rozhodovacich limiti. Je doporuceno kalibrovat kalibracnim materialem s navaznosti na

certifikovany referen¢ni material. [23,34]

Rutinni enzymovd metoda je specificka pro kreatinin, a proto vice preferovana nez
Jaffého reakce. V soucasné dobé se Vv rutinni praxi pouziva stale Castéji, avSak je stale
nakladnéjsi. Je zaloZzena na enzymatické pfeméné kreatininu na kreatin, ktery je
fetézcem enzymaticky katalyzovanych reakci pfeménén na kone¢ny produkt a ten je pak

stanoven. Podminkou enzymové metody je odstranit rusici vliv endogenniho kreatinu v
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krvi pfedtim nez dojde k enzymatické preméné kreatininu na kreatin. [23,34,35]

2.4.2.2.5 Vyuziti stanovené koncentrace kreatininu

Mezi koncentraci sérového kreatininu a velikosti glomerularni filtrace je
hyperbolicka zavislost, proto neni koncentrace sérového kreatininu dostate¢né citlivym
ukazatelem GF. Pti poklesu GF z normalnich hodnot k hodnotdm stfedné¢ snizenym, je
vzestup kreatininu v séru relativné maly. Takto unikaji zachytu vyznamné poklesy GF,
pokud se sleduje pouze hodnota sérového kreatininu. Kreatininémie za¢ne stoupat az
tehdy, kdyZ je GF snizena pod 50%. Rychlost zvySovani kreatininémie je dana rychlosti
produkce (uvolnéni ze svalii, exogenni piijem), distribu¢nim objemem (sniZeni objemu

té€lnich tekutin) a novou trovni GF (stupen funk¢nosti GF) [23,30,31]

I ptesto, ze hodnota sérového kreatininu neni dostatecné platna pro uréeni GF, tadi
se mezi zakladni nefrologicka vysetieni a pfi rozhodovani o dialyzacni 1é¢b¢ se piihlizi
k vysokym hodnotam této latky v séru. Je doporueno GF nehodnotit pomoci samotné

sérové koncentrace kreatininu, ale za pouziti vypoctovych metod pro odhad GF. [30,31]

2.4.2.3 Vypoctové metody odhadu GF ze sérové koncentrace Kreatininu

2.4.2.3.1 Odhad GF pomoci vzorci MDRD a CKD-EPI

Rovnici CG( Crockrofta a Gaulta) nahradila rovnice MDRD. Na rozdil od CG byla
odvozena od studie na pacientech s CKD a jako proménna v ni nefiguruje hmotnost a je
vztazena na standardni povrch téla 1,73 m?. V odhadu GF v rozmezi hodnot < 60
ml/min/1,73 m? je piesnéjsi nez CG. Protoze pro hodnoty > 60 ml/min/1,73 m? vzorec
MDRD podhodnocuje GF, byla z tohoto divodu byla stejnymi autory vytvoiena
rovnice, ktera bude pouzitelnd 1 pro zdravou populaci a to v roce 2009 rovnice CKD-

EPI. Rovnice CKD-EPI poskytuje vysledky nejblizsi realné GF a je doporucené ji v
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soucasnosti preferovat pted rovnici MDRD. Pouziva stejné Ctyfi proménné jako MDRD

rovnice. [25,30,36]
Rovnice MDRD

Rovnice mezinarodné doporucena, zjednodusena se ¢tyfmi Cleny.
Vzorec pro vypodet eGF [ml.s™.1,73 m?]

3,1. (Skr . 0,0113) 1% v&k %23 | 0,742 (zeny) . 1,21 (Eerna populace)
Jednoduchou upravou dostaneme:

547,1535. S, 1% vk ®?% | 0,742 (Zeny) . 1,21 (Eerna populace)

V souvislosti se zavadénim standardizované metody stanoveni kreatininu, kdy
vysledky méfeni jsou metrologicky navazné na mezinarodni standard, a pouzitim
metody stanoveni ID-MS z roku 2005 je rovnice modifikovana a v této podob¢ plati

pouze pii stanoveni kreatininu standardizovanou metodou. [36]

Vzorec pro vypodet eGF [ml.s™.1,73 m?]
2,92. (stand Sy . 0,0113) 11> vek 2%, 0,742 (zeny). 1,21 (Sernd populace)

jednoduchou upravou dostaneme:

515,383. (stand S) % vek®?. 0,742 (zeny). 1,21 (Serné populace)
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Rovnice CKD-EPI

Tabulka ¢. 3 Rovnice CKD-EPI z roku 2009 (kreatinin).

Skr [umol/1] Vzorec pro vypocet eGF [ml.s™.1,73 m?]
Zeny <6224 2,4.(S/0.7) %% (Gerna
populace)
>6224 2,4.(S,10.7) %% (Gerna
populace)
Muzi <80 2,35.(Si./0.97%4H, (Cerna
populace)
<80 2,35.(Si./0.9) . 1,159 (Cerna
populace)

v

Tyto metody poskytuji pravdivéjsi odhad GF nez Sy, Obecné je eGF pomoci

rovnice MDRD a CKD-EPI ze sérového kreatininu doporucovana jako zakladni metoda.

[30]

2.4.2.3.2 Odhad GF u déti pomoci rovnice podle Schwartze

Tuto rovnici je doporuceno pouzivat pro odhad GF u déti a mladistvych. Rovnice

podle Schwartze pochdzi z roku 1984 a byla urcena pro déti do 13 let. V soucasné dobé

je tato rovnice modifikovana a lze ji pouzit do 18 let.

Vzorec pro vypodet eGF [ml.s™.1,73 m™:
eGF = F. vyska/ Sy
kde je:

e vyska- vySka postavy v cm

e Sy - koncentrace kreatininu v séru v umol/I

e [- faktor podle nésledujici tabulky:
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Tabulka ¢. 4 Podminky pouziti faktoru F v rovnici dle Schwartze.

Podminky Faktor F

Vék do 1 roku

0,663

0,487 u ptedcasné narozenych

Divky, od 1 do 18 let 0,810
Chlapci, od 1 do 12 let 0,810
Chlapci, od 12 do 18 let 0,959

2.4.2.4 Vypocttové metody odhadu GF ze sérové koncentrace cystatinu C

Pro odhad glomerularni filtrace ze sérového cystatinu C u dospélych lze vyuzit

rovnici CKD-EPI z roku 2012. Cystatin C musi byt stanoven metodou metrologicky

navazanou na referenéni material DA ERM 471/IFCC, viz dale rovnice. [30]

2.4.2.5 Rovnice CKD-EPI z roku 2012 (cystatin C)

Tabulka ¢. 5 Rovnice CKD-EPI 2012 (cystatin C).

Scyst Vzorec pro vypodet eGF [ml.s™.1,73 m?]

[mg/1]

<0,8 2,217. (Seyst/0,8)%*%° . 0.996 v&k . 0,932 (pro Zeny)
>0,8 2,217. (Seys/0,8) % . 0.996 vék . 0,932 (pro Zeny)

2.4.2.6 Rovnice CKD-EPI z roku 2012 (kreatinin a cystatin C)

Kombinovana rovnice pro odhad ze sérového kreatininu a cystatinu C. Kreatinin i

cystatin C byly meéteny standardizovanymi metodami s metrologickou navaznosti

vysledkti méteni. [30]
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Tabulka ¢. 6 Rovnice CKD-EPI z roku 2012 (kreatinin a cystatin C).

[ uil:)rl /1] [Srr(:)g//SIt] Vzorec pro vypocet eGF [ml.s'1.1,73 m'2]

<62 | <08 2,17. (Skr 10.7) "% . (Scyst 10.8) %7 . 0.995vek . 1,08 (Gernd
populace)

<62 | »08 |2t (Skr 10.777" (Scyst 10.8) "7 0.995vek . 1,08 (Cernd
Jeny populace)

62 | <os |2 (Sr 10.7705 (et 10.8)7%7% 1 0.995vek . 1,08 (Cerna
populace)

s62 | »og |2 G 10.77%T (Seys 10.8) 7. 0.995vek . 1,08 (Serna
populace)

Musi| <s0 | <og | 22> 10.97°%7 (Scyst 10.8) "7 0.995vek . 1,08 (cerna
populace)

Pro stanoveni cystatinu C a odhadu GF podle jeho sérové koncentrace plati:

e Hodnota eGF ma vyssi vypoveédni hodnotu, nez samotnéa hodnota cystatinu C.

e Vysledky stanoveni cystatinu C v séru a hodnoty eGFcys by se mély vydavat
spolecné.

o K vypoctu eGFys se ma pouzivat rovnice CKD-EPI 2012.

e Vysledky cystatinu C a eGF se maji uvadét na dvé desetinna mista.
V pediatrii 1ze aplikovat vypocet eGF z cystatinu C:

eGF = 70,69. (Scys) ™"

2.4.2.7 lIzotopové metody vySetieni GF

Izotopové metody “mTc - DTPA (diethyltriaminopentaoctova kyselina), *'Cr — EDTA

125|

(ethylendiaminotetraoctova kyselina), — thalamat
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Izotopem znacena latka je vySetfovanému intraven6zné poddna v piesné znamém
mnozstvi. Nasleduji odbéry krve ve stanovenych Casovych intervalech a vysetiovani
koncentrace znacené latky v plazmé.

Z miry poklesu hladiny izotopem znafené latky lze vypocitat plazmatickou
Clearance, ktera je pro vybrané latky vyluCované z organizmu pouze glomerularni

filtraci totoZzna s jeji rendlni clearanci. [30]
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3. Hypotézy a cile prace

3.1 Cile prace

Cilem mé prace bylo osvojeni si pouzitych laboratornich vySetfovacich metod a
porovnani hodnot glomerularni filtrace ziskané pomoci vypocti ze vzorci MDRD,
CKD-EPI, které vychazeji pouze ze stanoveni cystatinu C a kreatininu v séru a klasické
clearance endogenniho kreatinu se sbérem moce za 24 hodin. Dalsim cilem bylo

testovani hypotézy.

3.2 Hypotézy

Ptedpoklddam, Ze stanoveni GF kazdou uvedenou metodou je zastupitelné u

pacientl s podezienim na chronické poskozeni ledvin.
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4. Metodika

4.1 Preanalyticka ¢ast

Preanalyticka faze se sklada ze dvou ¢asti - mimolaboratorni a laboratorni. Mimo

laboratot probiha piiprava a vySetfeni pacienta, odbér vzorku a jeho transport do

laboratote. V této fazi je fada faktort,, kterymi lze ovlivnit vysledek vySetfeni. Je

dalezité, pokud to lze, tyto faktory Uplné, nebo z velké casti, eliminovat. V piipadé

neuplného odstranéni téchto faktorti je dulezité je spravné interpretovat ve vztahu k

vysledktim z provedenych analyz v dané laboratofi. [23]

Tabulka ¢&. 7 Faktory ovlivitujici neanalytickou fazi.

Faktory ovlivilujici preanalytickou fazi
Neovlivnitelné — rasa, pohlavi, v€k, gravidita, biologické rytmy

Ovlivnitelné — hmotnost, Zivotni styl, stravovaci navyky, koufeni,

Biologickeé vlivy L . i .. , . 4
alkohol, drogy, fyzickd zatéz a tclesnd aktivity, zevni prostiedi,
mechanické trauma a stres
Nejcastéjsi chyby — odbér (vhodna stabilizaéni a protisrazliva ¢inidla,

Odbér materialu |technika odbéru, dostatecné a spravné pouceni pacienta) a jeho
oznaceni (dilezité aby nedoslo k zdméné materialu)

Transport Setrny, rychly, pfi adekvétni teploté a svételnych podminkach

materialu
Zpracovani vzorku v ¢asovém rozmezi 24 — 48 hodin — u vétsiny

Skladovéni analytii postaci chladni¢kova teplota 2 — 8°C

materialu Pro dlouhodobé zpracovani — vhodné teploty -20°C, poptipadée -80°C

Mozn4 i1 chemické konzervace (spiSe pti skladovani moce)
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4.1.1 Pouzity biologicky material

4.1.1.1 Sbirana moc¢ za 24 hodin

Pacient sbird mo¢ po dobu 24 hodin. Sbér miize byt rozdélen do tzv. dvou frakci,
kdy kazda frakce trva po dobu dvanacti hodin. Nebo lze sbirat mo¢ za celych 24 hodin.
Doporucuje se zacit v rannich hodinach (6:00), kdy ve stejnou dobu nasledujiciho dne
pacient sbér moce ukon¢i a ndsledné transportuje odebrany materidl do pfislusné
laboratofe. Pfed zahdjenim se pacient naposledy vymoc¢i mimo odbérovou nddobu a
zaznamena Cas zahajeni sbéru. Po dobu sbéru maji byt nddoby zakryté a ulozené v
chladu a temnu. Naposled se vymoc¢i do nadoby ptesné na konci uréeni doby sbéru, tj. v
6:00 hodin nasledujiciho rdna. Lze zaslat bud’ cely odebrany vzorek do Cisté uzaviené
nadoby, nebo pouze 10ml vzorek z kazdé frakce, ale potom je tedy nutné¢ fadné
samostatné zmétit objem kazdého dvanacti hodinového sbéru ¢i celého 24hodinového a
zapsat na pfisluSnou zadanku. Cely objem je nutny dobie promichat pred odlitim

vzorku. Neni zapotfebi sterilniho odbéru.

4.1.1.2 VenoOzni krev

Na konci sbéru moce je pacientovi odebran vzorek vendzni krve do odbérové
zkumavky (vakuety) s aktivatorem sraZeni. Je preferovdna krev odebranid do vakuety
obsahujici separacni gel, kterd je vhodnd pro automatizovanou analyzu, kdy se

pozadovana stanoveni provadi ptimo z primarni zkumavky.
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5. Analyticka ¢ast

5.1 Stanoveni kreatininu v séru a mo¢i

5.1.1 Enzymatické stanoveni kreatininu

Na Pracovisti klinické chemie Nemocnice Ceské Budg&jovice, a.s. se koncentrace
kreatininu vséru a v moéi stanovuje enzymatickou metodou na biochemickém
analyzatoru ADVIA 1800 diagnostickou soupravou Enzymatic Creatinine_2 (ECRE_2)
od firmy Siemens. [36]

5.1.2 Princip stanoveni

Kreatinin je pfeménovan na kreatin ¢innosti kreatininazy. Vytvafeny kreatin je
hydrolyzovan kreatindzou za tvorby sarkozinu, ktery je rozkladan sarkozin oxiddzou na
glycin, formaldehyd a peroxid vodiku. Z peroxidu vodiku za pfitomnosti peroxidazy
vznika kvantitativni oxidativni kondenzaci s N-(3-sulfopropyl) -3-metoxy -5- metyl-
anilinem a 4-aminoantipyrinem modré barvivo. Koncentrace kreatininu je stanovena
méfenim absorbance modré barvy pii vinové délce 596/694 nm. Koncentrace kreatininu

je tumérna absorbanci této barvy. [36]

5.1.3 Kalibrace, referencni meze

Pouziva se kalibrator Siemens Chemistry Calibrator. Kalibrace je dvoubodova,
prvnim bodem kalibra¢ni funkce je deonizovana voda a druhym bodem je kalibrator S
ptislusnou koncentraci v pmol/l. Kalibrace je doporucovéna vzdy po zmeéné Sarze
¢inidel, po vyméné diilezité optické nebo hydraulické soucasti, a pokud jsou vysledky

kontrol mimo rozsah stanoveny dle SOP laboratoie Pracovisté klinické chemie. [36]
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Referen¢ni meze kreatininu v laboratofi Pracovisté klinické chemie Nemocnice Ceské
Bud¢jovice, a.s.:
V moci:

e Zeny, muzi: 3-12 mmol/I

V séru:
e zeny:49-90 pmol/l
e muzi: 64 - 104 pmol/l

5.2 Stanoveni cystatinu C

Na Pracovisti klinické chemie Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. se koncentrace
cystatinu C v séru a plazmé stanovuje turbidimetricky (konkrétné imunoturbidimetrie na
latexovych ¢asticich) na analyzatoru ADVIA 1 800 diagnostickou soupravou Cystatin C
(CYSC) od firmy Siemens. [28]

5.2.1 Princip stanoveni

Latexové ¢inidlo ADVIA Chemistry Cystatin C (CYSC) je suspenzi stejnorodych
Castic latexu potazenych protilatkou proti cystatinu C. Po smichéni séra obsahujici
cystatin C s latexovym ¢inidlem dojde k aglutinaci a nasledné k narastu zakalu. Tato
turbidita se stanovi pii vlnové délce 571/805 nm. Koncentrace cystatinu C v séru se

stanovi z kalibra¢ni ktivky. [28]

5.2.2 Podminky odbéru, stabilita reagencii
e Pted centrifugaci musi dojit k uplnému srazeni krve.
e Sérum by mélo byt od krvinek odd€leno co nejdiive po centrifugaci

pokud neni pouzita odbérova zkumavka se separacnim gelem.
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e Vzorky séra pro stanoveni cystatinu C jsou v dobfe uzavienych
zkumavkach stabilni 7 dni pfi teploté 2 az 8 °C a 3 mésice pii -20 °C
nebo niz§i  teploté, pokud jsou vzorky zamrazeny béhem 24 hodin po
odbéru.

e Vzorky nesmi pied provedenim testu obsahovat srazeniny. [28]

Referencni meze cystatinu C v laboratofi Pracovisté klinické chemie Nemocnice Ceské
Bud¢jovice, a.s.:

e 15-150 (roky): 0,57 — 1,29 mg/I

5.3 Pouzité vzorce

Clearance endogenniho kreatininu se vypocte dle vzorce:
Cli(ml/s)=(U.V)/P

U je koncentrace kreatininu v moc¢i v mmol/l, V je objem moce (diuréza) v ml/s, P je
koncentrace kreatininu v plazmé (séru) v mmol/l. Takto ziskané hodnoty clearance jsou
obtizné srovnatelné mezi riznymi pacienty 1 s referencnimi rozmezimi — zaviseji totiz
na celkové plose glomerularni membrany, kterd je u kazdého jina. Pfedpoklada se vSak,
ze filtra¢ni plocha je imérna télesnému povrchu. Proto se hodnota clearance koriguje na
tzv. idedlni télesny povrch tj. 1,73 m?. Hodnota t&lesného povrchu vySetfované osoby se
vyhled4 v tabulkdch na zaklad¢ udaji o télesné hmotnosti a vySce pacienta nebo se

muze vypocitat podle vzorce:

A=0,167.Vm.|I

—1/2. m3/3

Kde 0,167 je empiricky faktor (rozmér kg ), m hmotnost pacienta v kilogramech

a | vyska v metrech.
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Vypocet korigované hodnoty clearance kreatininu je nasledujici:
Clyekoring (ml/s) = Cly, . 1,73/ povrch téla pacienta v m?
Pro odhad GF ze sérového kreatininu jsem pouzila doporuc¢enou rovnici z roku 2009

CKD-EPI a pro odhad GF ze sérového cystatinu C jsem pouzila doporucenou rovnici

z roku 2012 CKD-EPI (Obé tyto rovnice jsem jiz zminila vyse v textu.).
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6. Vysledky

V pribéhu roku 2015 jsem na Pracovisti klinické chemie v Nemocnici Ceské
Budgjovice, a.s. nashromazdila potfebna data od 90 pacienti. Jednalo se o vybrané
pacienty nefrologické ambulance, kde jsou tito pacienti sledovani z davodu podezieni ¢i
pro jiz existujici chronické onemocnéni ledvin. U téchto pacientt, ktefi maji
dlouhodobé zkuSenosti se sbérem mocCe na vySetfeni glomerularni filtrace, jsem
pfedpokladala minimalni problémy s nedodrzenim preanalytické faze zejména ve
zminované rizikové oblasti sbéru moce. U kazdého pacienta jsem si zaznamenala vysku,
vahu a identifikacni ¢islo (rodné cislo) ze kterého jsem si odvodila vék a pohlavi
pacienta. Dale jsem stanovila koncentraci kreatininu v séru (umol/l) a moc¢i (mmol/l),
koncentraci cystatinu C v séru (mg/l), GF se sbérem moce a vypoéteny odhad GF
pomoci MDRD rovnice, ze sérového cystatinu C a kreatininu podle rovnice CKD-EPI
(GF v ml/s.1,73m?). Pied vlastnim mé&fenim jsem se vSemi reagenciemi provedla
kontrolu kvality s komeréné vyrabénymi materialy. Vzhledem k tomu Ze vypoéty ze
vzorcu jsou limitovany hodnotou >1,5 ml/s/1,73m? uvadim taktéz i timto zpusobem
hodnoty GF ze sbéru moce. Pracovala jsem se souborem devadesati vybranych pacientt
(naméfené hodnoty uvadim v tabulce ¢. 8 — viz. ptiloha, vzhledem k jejich rozsahu je
neuvadim v textu). Ze ziskanych dat byly vypocitany zakladni statistické parametry. Pro
zhodnoceni a porovnani vysledku jsem pouzila krabicovy graf, Passing-Bablokovy

regrese a Bland-Altmantv diagram.
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6.1 Obecna statistika

Tabulka €. 8 Statistické zhodnoceni souboru 90 pacientii.

GFkr CKD- | GFcyst CKD-
CCL/24hod EPI EPI MDRD
nejnizsi hodnota
[ml/s/1,73m?] 0,13 0,20 0,21 0,34
nejvyssi hodnota
[mI/s/1,73m2] 1,50 1,50 1,50 1,50
primérna hodnota
[mI/s/1,73m2] 1,15 1,11 1,05 1,12
Median [ml/s/1,73m?] 1,36 1,26 1,11 1,25
rozdil hodnot 021 015 006 013
(pramér x median) ' ' ' ’
rozdil hodnot 18,4% 13,5% 5.7% 11,6%
(pramér x median)
Tabulka €. 9 Rozdil primérnych hodnot GF.
GFkr CKD-EPI GFcyst CKD-EPI MDRD
CCL/24hod
[ml/s/1,73m?] 0.04 010 0,03
3,5% 8, 7% 2,6%
Tabulka €. 10 Rozdil sttednich hodnot (medianti) GF.
GFkr CKD-EPI GFcyst CKD-EPI MDRD
CCL/24hod
[ml/s/1,73m?] 0,10 025 0.11
7,4% 18,4% 8,1%
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Tabulka ¢. 7, 8 a 9 znazoriiuje zdkladni statistické parametry namétenych hodnot GF
(aritmeticky primér, median a rozdily mezi nimi u jednotlivych metod) u 90 vybranych

pacientd.

6.2 Krabicovy graf (krabicovy diagram)

Graf €. 1 Znazornéni péti hodnot pro kazdou metodu: minimum, horni a dolni kvartil,

medidn a maximum.
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6.3 Passing-Bablokova regrese a Bland-Altmanuv diagram

Tabulka ¢. 11 Porovnani vyslednych GF pomoci Passing-Bablokovy regrese CCL vs.
GFcyst CKD-EPI.

Velikost souboru 90

Regresni rovnice y =-0,102273 + 1,068182x
Usek smérnice (Intercept A) -0,1023

95% CI -0,3281 to -0,04435
Smérnice (Slope B) 1,0682

95% Cl 0,9839 to0 1,2188

P-faktor P=0,06

Zaver Odchylka od linearity

Graf ¢. 2 Porovnani vyslednych hodnot GF pomoci Passing-Bablokovy regrese CCL
vs. GFcyst CKD-EPI.
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Graf ¢. 3 Porovnani vyslednych hodnot GF pomoci Bland-Altmanova diagramu CCL
vs. GFcyst CKD-EPI.
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Osa X oznacuje pruméry jednotlivych dvojic hodnot GF (CCL a GFcyst CKD-EPI) a
osa y oznacuje rozdily jednotlivych dvojic hodnot odhad GF (CCL a GFcyst CKD-
EPI).
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Tabulka ¢. 12 Porovnani vyslednych hodnot GF pomoci Passing-Bablokovy regrese
CCL vs. GFkr CKD-EPI.

Velikost souboru 90

Regresni rovnice y=0,000000 + 1,000000x

Usek smérnice (Intercept A) 0,0000

95% ClI -0,1184 to 0,9459

Smérnice (Slope B) 1,0000

95% ClI 0,9510 to 1,0989

P-faktor P=0,05

Zaver Neni vyznamna odchylka od linearity

Graf ¢. 4 Porovnani vyslednych hodnot GF pomoci Passing-Bablokovy regrese CCL
vs. GFkr CKD-EPI.
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Graf ¢. 5 Porovnani vyslednych hodnot GF pomoci Bland-Altmana diagramu CCL vs.

GFkr CKD-EPI.
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Osa x oznacuje priméry jednotlivych dvojic hodnot GF (CCL a GFkr CKD-EPI) a osa
y oznacuje rozdily jednotlivych dvojic hodnot odhadi GF (CCL a GFkr CKD-EPI).

52



Tabulka ¢. 13 Porovnani vyslednych hodnot GF pomoci Passing-Bablokovy regrese

CCL vs. MDRD.
Velikost souboru 90
Regresni rovnice y=0,000000 + 1,000000
Usek smérnice (Intercept A) 0,0000
95% ClI -0,1184 to 0,9459
Smérnice (Slope B) 1,0000
95% ClI 0,9369 to 1,0789
P-faktor P=0,02
Zaveér Neni vyznamna odchylka od linearity

Graf ¢. 6 Porovnani vyslednych hodnot GF pomoci Passing-Bablokovy regrese CCL

vs. MDRD.
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Graf ¢. 7 Porovnani vyslednych hodnot GF pomoci Bland-Altmanova diagramu CCL

vs. MDRD.
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Osa x oznacuje pruméry jednotlivych dvojic hodnot GF (CCL a MDRD) a 0sa y

oznacuje rozdily jednotlivych dvojic hodnot odhadti GF (CCL a MDRD).

Tabulka €. 14 Primérna hodnota rozdili dvojic hodnot GF.

GFkr CKD-EPI

GFcyst CKD-EPI

MDRD

CCL

0,03

0,09

0,03
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7. Diskuze

Cilem prace bylo porovnat tfi metody odhadu glomerularni filtrace, GFkr CKD-
EPI, GFcyst CKD-EPI a MDRD, s metodou se sbérem moc¢e CCL a zjistit, zda jsou tyto
metody zastupitelné. I pfes to, Ze se vysledky mnoha studii znac¢né lisi, stale vétsi
Cetnost chyb spada do preanalytické ¢asti. Je stalé velké riziko, ze pacient pii sbéru
moce, jez je zékladem pro vysetfeni clearance endogenniho kreatinu, udéla chybu, a
proto byla vyvinuta snaha zajistit vySetieni glomerularni filtrace bez sbéru moce, aby se
co nejvice eliminovalo riziko $patnych vysledkt zptsobenych pravé preanalytickou
¢asti odbéru. Proto bylo doporuceno uzivat u vybranych pacientd metod vypoctovych.
Zdivodu pravé jiz zminénych preanalytickych chyb jsem vybrala pacienty
z nefrologické ambulance, u kterych jsem pfedpoklddala minimalni problémy
s nedodrZzenim preanalytické faze, a to pfedevSim u sbéru moce. Tito pacienti maji
dlouhodobé zkuSenosti se sbérem moce a to pravé zdiavodu podezieni nebo jiz

probihajiciho chronického onemocnéni ledvin.

Nejprve jsem otestovala rovnomérnost rozlozeni dat. Ktomu jsem pouzila
krabicové grafy. Podle vykresleni polohy medianu uvnité "krabice" je ziejmé, Ze
rozlozeni dat je nerovnomérné (polohy umisténi mediant nelezi uprostied "krabice").
Zaroven jsem normalitu rozlozeni dat posoudila odhadem zrozdili aritmetického
priuméru a medianu jednotlivych metod. Pro nerovnomérné rozlozeni dat svéd¢i to, ze

tyto rozdily jsou vyssi nez 10%.

Vzhledem k nerovnomérnému rozloZeni ziskanych dat jsem zvolila k porovnavani
odhadd glomerularni filtrace neparametrickou regresni analyzu dle Passing-Babloka a
rozdilovy graf dle Altmana a Blanda. Regrese dle Passing-Babloka je v ptipadé
porovnavani odhadli glomerularni filtrace vyhodné&j$i oproti linedrni regresi, protoZe
nenadfazuje jeden soubor hodnot nad druhy a nevykazuje citlivost k ndhodnym chybam
u obou metod. Do tabulek jsem zaznamenala vysledky regresni analyzy dle Passing-
Babloka a k nim souvisejici grafy regresni analyzy a rozdilové grafy dle Altmana a

Blanda. [38]
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Z vysledkii Passing Bablokovy regresni analyzy vzdy zjistujeme, zda 95 % interval
spolehlivosti pro posun (Intercept A) zahrnuje 0, tedy posun od nuly neni odli$ny a
neni pfitomna systematicka chyba a zda 95 % interval spolehlivosti pro smérnici (Slope
B) zahrnuje 1, tedy smérnice neni od jednicky vyznamné odliSna a neni pfitomna

proporcionalni chyba.

V prvnim piipadé jsem z mého porovnani vyslednych méfeni renélni clearance
endogenniho kreatininu S odhadem glomerularni filtrace ze sérového cystatinu C
pomoci rovnice CKD-EPI dle Passing-Bablokovy regrese zjistila, ze 95 % interval
spolehlivosti pro posun (Inercept A) nezahrnuje 0, ale 95% interval spolehlivosti pro
smérnici (Slope B) zahrnuje 1 (smérnice neni od jednicky vyznamné odli$na; neni
proporcionalni chyba). To, ze Intercept A nezahrnuje hodnotu O, mize znamenat
mirnou systematickou odchylku. Avsak porovnani vysledkii renalni -clearance
endogenniho kreatininu S odhadem glomerularni filtrace ze sérového cystatinu C z
rovnice CKD-EPI pomoci rozdilového grafu dle Altmana a Blanda prokazalo, ze
diference neni vyznamné odlisna od nuly (nula spada do intervalu +- 1,96 SD). Na

zaklade vyse uvedenych skute¢nosti 1ze povazovat pouzité metody za zastupitelné.

Ve druhém porovnani se podle Passing-Bablokovy regrese vysledky naméfenych
hodnot glomerularni filtrace renalni clearance endogenniho kreatininu S odhadem
glomerularni filtrace ze sérového kreatininu pomoci rovnice CKD-EPI ze souboru
devadesati pacientd shoduji. 95% interval spolehlivosti pro posun (Intercept A) zahrnuje
0 (posun neni od nuly vyznamné odli$ny; neni systematicka chyba) a 95% interval pro
smérnici (Slope B) zahrnuje 1 (smérnice neni od jedni¢ky vyznamné odli$nd; neni
proporcionalni chyba). Tento fakt prokazalo i porovnani vysledkd renalni clearance
endogenniho kreatininu s odhadem glomerularni filtrace ze sérového kreatininu pomoci
rovnice CKD-EPI dle Altmana a Blanda a to proto, ze diference neni vyznamné odli$na

od nuly (nula spada do intervalu +- 1,96 SD).

V porovnani tfetim se podle Passing-Bablokovy regrese vysledky naméfenych
hodnot glomerularni filtrace rendlni clearance endogenniho kreatininu s odhadem

glomeruldrni filtrace ze sérového kreatininu pomoci rovnice MDRD taktéz dobie
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shoduji. 95% interval spolehlivosti pro posun (Intercept A) zahrnuje O (posun neni od
nuly vyznamné odli$ny; neni pfitomna systematicka chyba) a 95% interval spolehlivosti
pro smérnici (Slope B) zahrnuje 1 (smérnice neni od jednicky vyznamné odli$na; neni
proporcionalni chyba). Rozdilovy graf Altmana a Blanda tuto shodu potvrzuje, protoze
se z porovnani vysledkii prokazalo, ze diference neni vyznamné odlisnd od nuly (nula
spada do intervalu +- 1,96 SD). Na zaklad¢ statistického vyhodnoceni porovnavanych
metod pro vybranou skupinu pacienti lze potvrdit stanovenou hypotézu o
zastupitelnosti metod pro pacienty spodezienim ¢i jiz existujicim chronickym

onemocnénim ledvin.
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8. Zavér

V ramci bakaléaiské prace se podafilo splnit vSechny uvedené cile a potvrdit
pracovni hypotézu o zastupitelnosti jednotlivych metod stanoveni glomeruldrni filtrace
u pacienttl s podezfenim ¢i jiz existujicim chronickym onemocnénim ledvin. Z vysledki
porovnani odhadd glomerularni filtrace ze sérové koncentrace kreatininu stanovené¢ho
enzymaticky a ze sérové koncentrace cystatinu C lze konstatovat, ze se odhady
glomerularni filtrace vypoctené pomoci MDRD rovnice a pomoci rovnice CKD-EPI
vzajemn¢ dobfe shoduji a nepatrny rozdil, ktery byl zjistén z porovnani CCL vs. GFcyst
CKD-EPI 1ze povazovat za klinicky nevyznamny. K porovnani odhadd glomerularni
filtrace jsem pouZila na Pracovisti klinické chemie Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.
statisticky program MedCalc. Konkrétné regresni analyzu dle Passing-Babloka,

rozdilovy graf dle Altmana a Blanda a k otestovani normality rozlozeni dat jsem pouzila

krabicovy graf.
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11. Prilohy

Tabulka €. 15 namétené hodnoty.

Objem Gfkr | Gfcyst
n;?é(ze za | kreatinin | cystatin [r(r:ﬂ(;sI;l Cg:? CEP;?- MDRD | Vaha | Vyika
ni 2E1nr11:3]d [umol/1] | C [mg/l] 73m? | [mlis él’ [ml/s él [ml/s] [ka] [cm]
73m°] | ,73m°]
82 2900 71 0,74 1,50 1,50 1,50 1,50 173 73
91 4250 67 0,85 1,50 1,50 1,50 1,50 179 81
44 1400 63 0,99 1,50 1,50 1,25 1,50 166 91
57 3830 66 0,84 1,50 1,48 1,50 1,42 164 82
73 1480 51 0,54 1,50 1,50 1,50 1,50 168 55
69 1750 69 0,82 1,50 1,50 1,50 1,41 180 67
59 2240 70 0,89 1,50 1,50 1,50 1,50 176 97
75 2020 74 0,75 1,50 1,50 1,50 1,50 170 75
50 2800 57 0,68 1,50 1,50 1,50 1,50 160 76
56 1340 70 0,95 1,50 1,50 1,39 1,50 181 65
82 2800 63 0,79 1,50 1,50 1,50 1,50 202 103
64 1590 59 0,75 1,50 1,50 1,50 1,50 164 67
64 2450 79 0,99 1,50 1,50 1,36 1,50 179 97
83 2450 67 0,85 1,50 1,50 1,50 1,50 187 85
74 1640 64 0,68 1,50 1,50 1,50 1,50 170 65
56 2660 75 0,77 1,50 1,50 1,50 1,50 178 77
66 2020 76 1,04 1,50 1,50 1,28 1,50 180 115
53 1900 70 0,92 1,50 1,34 1,34 1,30 170 75
50 2780 66 0,71 1,50 1,50 1,50 1,50 180 75
72 3430 80 0,79 1,50 1,30 1,50 1,20 169 73
62 1950 66 1,06 1,50 1,50 1,23 1,50 179 71
49 2240 69 0,91 1,50 1,32 1,34 1,31 162 92
54 1470 50 0,73 1,50 1,50 1,50 1,50 174 169
75 2800 91 0,99 1,50 1,14 1,33 1,05 165 105
96 1680 98 0,89 1,50 1,50 1,50 1,50 170 67
56 2940 83 1,08 1,50 1,48 1,17 1,46 186 104
50 2080 75 1,02 1,50 1,20 1,15 1,19 167 68
76 2900 84 1,00 1,50 1,50 1,41 1,50 180 125
45 3220 71 0,82 1,50 1,24 1,50 1,25 168 89
51 1450 94 1,17 1,50 1,22 1,03 1,24 170 78
52 1820 65 1,35 1,50 1,45 0,80 1,42 167 82
62 1960 60 0,73 1,50 1,50 1,50 1,50 167 59
78 1620 61 0,90 1,50 1,50 1,50 1,50 160 125

64




66 2330 80 1,02 1,50 1,50 1,32 1,50 180 118
55 2275 68 0,92 1,50 1,40 1,35 1,35 170 86
32 1525 76 0,97 1,50 1,33 1,23 1,50 174 86
66 2000 73 0,70 1,50 1,50 1,50 1,50 180 90
50 1650 59 0,94 1,50 1,50 1,28 1,50 156 176
75 2000 73 0,89 1,50 1,50 1,50 1,50 183 97
77 2960 72 0,80 1,50 1,50 1,50 1,39 162 58
49 1640 87 1,08 1,49 1,33 1,14 1,35 178 115
70 2140 68 0,72 1,48 1,50 1,50 1,44 162 58
51 3680 77 1,09 1,47 1,17 1,06 1,16 168 78
58 2040 61 0,88 1,45 1,50 1,45 1,50 164 63
43 1880 47 0,78 1,43 1,50 1,50 1,50 159 61
62 4790 87 1,23 1,42 1,09 0,94 1,05 163 61
64 1960 90 1,18 1,36 1,42 1,08 1,37 187 104
72 760 55 0,63 1,36 1,50 1,50 1,50 170 70
35 1700 68 1,16 1,29 1,22 0,92 1,28 158 90
48 1320 82 1,08 1,28 1,06 1,06 1,07 164 77
60 2540 101 1,18 1,26 1,20 1,06 1,18 163 85
40 1620 62 1,00 1,22 1,41 1,13 1,44 162 92
56 3160 86 1,15 1,18 1,06 1,01 1,04 156 69
64 1800 69 0,79 1,17 1,46 1,50 1,38 168 60
46 1800 69 0,92 1,15 1,29 1,30 1,30 174 66
64 1040 81 1,21 1,15 1,21 0,97 1,15 130 34
49 1960 84 1,12 1,13 1,03 1,01 1,04 162 76
55 2720 136 1,44 1,11 0,81 0,80 0,82 180 80
36 1540 94 1,46 1,09 0,83 0,68 0,88 167 86
31 1380 77 1,28 1,03 1,02 0,79 1,10 164 70
51 1390 72 1,00 0,97 1,27 1,19 1,25 164 65
59 1150 87 1,20 0,93 1,07 0,96 1,04 168 118
46 3450 133 1,07 0,92 0,78 1,14 0,82 165 67
58 2350 141 1,68 0,92 0,79 0,66 0,80 179 82
39 1000 107 1,41 0,87 0,72 0,72 0,77 165 70
63 3060 136 1,57 0,87 0,85 0,73 0,85 175 118
74 2340 169 1,50 0,79 0,71 0,81 0,69 186 75
68 3100 204 2,19 0,70 0,54 0,48 0,54 173 100
69 3000 175 2,05 0,69 0,49 0,49 0,48 159 55
61 1180 152 1,57 0,69 0,73 0,73 0,74 176 75
90 1520 168 2,22 0,67 0,60 0,48 0,57 155 62
43 1200 91 1,41 0,66 0,91 0,73 0,93 165 76
52 3080 167 2,32 0,62 0,61 0,42 0,64 168 110
56 2500 147 2,23 0,62 0,74 0,45 0,75 161 77
54 1860 200 2,01 0,59 0,50 0,51 0,53 175 92
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61 3500 161 1,91 0,58 0,68 0,56 0,69 180 52
57 1440 172 1,90 0,58 0,61 0,56 0,63 162 85
35 2140 144 2,09 0,58 0,49 0,42 0,54 162 57
59 2390 304 2,18 0,56 0,31 0,47 0,33 176 84
43 1800 171 2,70 0,54 0,56 0,33 0,61 167 103
72 2200 151 1,73 0,50 0,80 0,67 0,79 192 120
38 2700 142 2,67 0,48 0,51 0,31 0,55 165 75
87 1280 171 1,96 0,43 0,57 0,56 0,55 172 68
68 4400 330 2,92 0,39 0,30 0,33 0,31 176 112
27 900 160 2,45 0,31 0,41 0,33 0,59 160 60
39 1945 221 2,90 0,31 0,30 0,27 0,33 168 80
42 1860 347 3,04 0,26 0,24 0,28 0,27 178 99
67 2750 348 3,82 0,20 0,21 0,21 0,22 158 101
53 1100 320 2,71 0,19 0,28 0,34 0,30 190 140
54 1300 343 2,57 0,13 0,20 0,34 0,21 162 81
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