UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

BAKALARSKA PRACE

2013 Vendula Krahulikova



Autor:

Studijni program:
Studijni obor:
Forma studia:

Vedouci prace:

Termin odevzdani prace:

UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Laborator rustovych regulatoru

Endokrinné podminéna hypertenze

BAKALARSKA PRACE

Vendula Krahulikova

B1501 Experimentalni biologie
Experimentalni biologie
Prezenc¢ni

RNDr. Jiri Lukes$

24.4.2013



Bibliograficka identifikace

Jméno a piijmeni autora
Néazev préace
Typ prace

Pracovisté

Vedouci prace
Rok obhajoby préce
Abstrakt

Klic¢ova slova

Pocet stran
Pocet ptiloh
Jazyk

Vendula Krahulikova

Endokrinn€ podminéna hypertenze

Bakalarska

Fakultni nemocnice v Olomouci, Oddéleni klinické
biochemie

RNDr. Jiti Lukes

2013

Bakalatska prace se zabyva problematikou hypertenze se
zamétenim na endokrinné podminénou hypertenzi.

V teoretické ¢asti se prevazné vénuje klinickému vyznamu
0sy renin-angiotenzin-aldosteron, jejimu vzniku a
hormontm, které se podileji na jeji regulaci. V dalsi ¢asti
se zabyva organy, souvisejici s funkci osy RAAS a jejimi
onemocnénimi.

V Casti praktické se zamétuje na konkrétni laboratorni
metody, které se pouzivaji k diagnostice endokrinni
hypertenze. Zavér prace je vénovan zpracovani
laboratornich dat pacienti.

Systém renin-angiotensin-aldosteron, renin, endokrinné
podminéna hypertenze, primérni hyperaldosteronismus,
aldosteron-renin-ratio

50

0

Cesky



Bibliographical identification

Author’s first name and
surname

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor
The year of presentation
Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices
Language

Vendula Krahulikova

Endocrine hypertension

Bachelor

University Hospital in Olomouc, Department of
Clinical Biochemistry

RNDr. Jifi Luke$

2013

This Bachelor’s work deals with the issue of
hypertension with a focus on endocrine hypertension.
The theoretical part is mainly devoted to the clinical
importance of rennin-angiotensin-aldosterone system,
its development and hormones that are involved in its
regulation. The next section deals with organs
associated with RAAS function and its disease.

The practical part is focused on specific laboratory
methods used for the diagnosis of endocrine
hypertension. The final section is devoted to the
processing of laboratory data of patients.
Renin-angiotensin-aldosterone system, endocrine
hypertension, primary aldosteronism, aldosterone-
renin-ratio

50

0

Czech



Cestné prohlasuji, Ze jsem bakalaiskou praci vypracovala samostatng, pod vedenim

RNDr. Jitiho LukeSe a za pouziti literatury uvedené v zavéru prace.

V Olomouci dne 24.4.2013

Vendula Krahulikova



Dé&kuji vedoucimu bakalaiské prace panu RNDr. Jifimu LukeSovi, za odborny dohled,
piistup a cenné rady, které mi poskytl pfi zpracovani tohoto ukolu.
Dale dekuji Dariné Trefilové za pomoc pfi realizaci méfeni. Velké podékovani patii

také mé roding a pfiteli za trpélivost a podporu pii psani bakalaiské prace.



Obsah

Seznam pouzitych obrazkii, schémat, tabulek a grafli..........cocoooviiiiiiiiii, 7
Seznam pouzitych symbolll @ ZKrateK..........ccccvvviiiiiiiiiiiii i 8
O Lo o] =T - OSSR 9
TeOretiCKA CASE.........cevi i 10
UVOU. ottt 11
@S] 4 T0] F- | - USSR 13
1.1. MetaboliSmUS SOUTKU.........coiiiiiiieicee e 13
1.2. Systém renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS).........ccceoeieeveece e, 14
1.3. Reakce na piebytek sodiku a zvétSeny krevni objem.........cccocevvviiniiiiinennn, 18

2. Jednotlivé hormony ucastnici se RAAS ... 19
2.1 RENMIN .t bbbttt 19
2.2, ATJOSTEION ...ttt bbbt 20
2.3, ANGIOTENZIN ...ttt b bbbt 21
3. Orgéany souvisejici s funkci RAAS SYStEMU ........coooiiiiiiniieeeese s 23
3.1. Anatomicky a fyziologicky popis 1edVin............cccoveiieiiiic i 23
3.2. Poruchy fUNKCe [€0VIN .........c.coviii e 24
4. SeKUNAArNi NYPErtENZE . .......ocv i 26
4.1. Endokrinni formy hYpertenze ..o, 27
4.1.1. Primarni hyperaldoSteroniSmUS ..........cccceveeiieeiieieese e 27
Experimentalni CASt ... 29
5. Laboratorni metody stanoveni parametri kaskady RAAS ... 30
5.1. Vypocet poméru aldosteron/renin (ARR, aldo-renin-ratio) .............ccecevvvenenn, 30

6. Stanoveni plazmatické reninové aktivity ..........ccccoveiieiiiici e, 31
6.1. PrinCIP STANOVENT .....cveiitiiiicie ittt 31
6.2. BIOlOgICKY MALEITAL ......cvoiiiiieiiieeeee e 31
6.3. Reagencie dOJAVANE V SOUPTAVE........ccvvieriiriiiieiiesie e 32
6.4. OMEZENT MELOAIKY.....ccviiviiiecieecie et 33
6.5.POSLUP SLANOVEN .....ccviiiicieciie ettt ere s 34
6.5.1. Vyvijeni angiotenSinu L. ..o, 34
6.5.2. Postup provedeni RIA @nalYzZy .........cccovveiieiiiieii e 34

6.6. Vyhodnoceni vysledkii méfeni PRA ... 35

7. Stanoveni plazmatické koncentrace aldosteronu...........cccccoeeveiiccieieccc e, 37



7.1, PriNCIP STANOVENT ..ottt 37

7.2. Biologicky MAteril ..........c.ccooiiiiiiiiiiiie e 37

7.3. Reagencie dOdAvVané V SOUPTAVE..........ccverueieerieeriesiesieesieseesieesaeseesseesesneessens 37

7.4, OMEZENT MELOAIKY ... .ccvveieiieie et nre s 39

7.5. POSTUP SEANOVENT ...ttt e 39

7.6. Vyhodnoceni vysledkit méfeni ALDO .........c.ccoveiviiiiiiiiiiic e 40

8. VYSIEAKY PACIENT .......ocvviiiiiiiieiiiiiieccie e ee e 42
8.1. Zhodnoceni vyznamu laboratornich VySetfeni ..........cccevvveevvenesiiesecie e 44
ZLAVET ...ttt e e e e ara e e a e e rae e e anreeanaaeanes 46
Seznam PouZIte IETALULY .......ccviiiiieiiiii e 47

Seznam pouzZityCh ObIAZKU .........ccoviiiiiiiiiiii 50



Seznam pouzitych obrazki, schémat, tabulek a grafi

Obréazek
1 Juxtaglomerularni aparat
2 Renin

3 Anatomie ledviny

Schéma

1 Reakce organismu na ztratu vody (hypotonickeé tekutiny)
2 Aktivace systému renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS)
3 Rizeni sekrece aldosteronu

4Syntéza steroidnich hormonti

5 Angiotenzin

Tabulka

1 Rozdéleni nejcastéjsich ptic¢in sekundarni hypertenze a jejich diagnostika

2 Pipetovani jednotlivych reagencii do zkumavek, PRA

3 Vyhodnoceni parametri kalibrace pro PRA, dle firemniho protokolu na analyzatoru
COBRA 5005

4 Pipetovani jednotlivych reagencii do zkumavek, ALDO

5 Vyhodnoceni parametrt kalibrace pro aldosteron, dle firemniho protokolu na
analyzatoru COBRA 5005

6 Zpracovani laboratornich dat aldosteron/renin

7 Vysvétlivky pro jednotliva diagnostikovand onemocnéni

Graf

1 Ukazka realné kalibraéni ktivky pro PRA, jako vystup z analyzatoru COBRA 5005

2 Ukéazka reélne kalibra¢ni kiivky pro aldosteron, jako vystup z analyzatoru COBRA
5005

3 Vyhodnoceni vysledkii ARR



Seznam pouzitych symbola a zkratek

ACE
ADH
ALDO
AMK
Ang-1
Ang-11
ANP
ARR
BNP
CNP
CPM
ECT
ICT
PRA

RAAS

enzym konvertujici angiotenzin
antidiureticky hormon
plazmaticky aldosteron
aminokyselina

angiotenzin-1

angiotenzin-1I

atriovy natriureticky peptid
aldo-renin-ratio

mozkovy natriureticky peptid
natriureticky peptid typu C
pocet impulsi za minutu
extracelularni tekutina
intracelularni tekutina
plazmaticka reninova aktivita

systém renin-angiotenzin-aldosteron



Cile prace
1. Teoreticky zpracovat problematiku hypertenze se zaméfenim na endokrinné
podminénou hypertenzi.
2. Popsat laboratorni metody pouzivané k diagnostice endokrinni hypertenze.
3. Provést laboratorni méfeni hladiny aldosteronu a plazmatické reninové aktivity.

4. Zhodnotit laboratorni data pacientti za zvolené obdobi.



Teoreticka ¢ast

10



Uvod

Arteridlni hypertenze je povazovéna za civilizatni onemocnéni, jehoz vyskyt tmérné
stoupa se stupném civilizatniho vyvoje spolecnosti. Pfi¢in onemocnéni je mnoho,
ovSem velkou roli, v dneSni uspéchané dobé¢, hraji nevhodny Zivotni styl, nedostatek
pohybu, Spatné stravovani a stres.

Hodnoty krevniho tlaku 140 mm a vice rtutového sloupce u systolického a 90
mm a vice rtutového sloupce u diastolického tlaku, jsou brany jako patologicke, které
by mély byt 1éceny.

Samotna hypertenze je casto podceiiovana, mnoho lidi a nemocnych si
neuvédomuje zavaznost komplikaci a jiné mozné pti€iny vzniku dalSich chorob.

Podle etiopatogeneze rozeznavame dva typy arteridlni hypertenze, primarni
(esenciélni) a sekundarni (symptomatickda) hypertenze. U primarni hypertenze
nedochazi ke zvyseni krevniho tlaku v disledku jiného onemocnéni. Tlak se chronicky
zvySuje v cévnim fteciSti, coz vede k poskozovani cév a naslednym onemocnénim
(ischemické choroby, infarkt myokardu, plicni embolie). U populace, trpici hypertenzi,
se vyskytuje asi v 90%. Naopak u sekundarni hypertenze dochazi ke zvyseni krevniho
tlaku na zaklad¢ jiného zjisténého onemocnéni, to je piipad 5 — 15 % vSech pacienti,
lécicich se na hypertenzi. OdliSeni od esencidlni formy hypertenze je dilezité pro
moznost 1écby a odstranéni potenciondlnich pfi¢in (renovaskuldrni hypertenze,
endokrinné podminéna hypertenze), coz muize vést v brzkych stadiich az k Gplnému
vyléceni hypertenze. Jde tedy o klinicky zavazny problém, ktery je potenciondlné
resitelny.

Endokrinn€ podminénou hypertenzi fadime mezi sekundarné¢ podminéné formy
vysokého krevniho tlaku. Mezi nej€astéjsi formy patii primarni hyperaldosteronismus,
ktery se vyznacuje autonomni nadprodukci mineralokortikoidu - aldosteronu, a
hypertenze podminéna systémem RAAS. Na moZnost tohoto onemocnéni musime
myslet u ¢lovéka tehdy, kdyz se dlouhodobé a ne pfilis Gspésné 1é¢i s vysokym krevnim
tlakem, uzivd kombinaci mnoha 1¢kt, které snizuji krevni tlak, ale bez vysledku.

Na vzniku hypertenze 1 mnoha dalSich kardiovaskularnich onemocnéni se podili
angiotensin-Il1 (Ang-11), aldosteron a renin. Pravé sledovanim jejich hladin se zabyva
systém renin-angiotensin-aldosteron (RAAS). Zacatky poznatki o vztahu mezi
systtmem RAAS a hypertenzi jsou zndmy vice nez sto let, avSak teprve vyuziti

modernich laboratornich technik v poslednim desetileti umoznilo rozvoj novych
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védeckych poznatkti a jejich klinické vyuziti v diagnostice a terapii arteridlni
hypertenze. [1]
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1. Osmolalita

V téle lidského organismu se nachazi spousta télnich tekutin. Mezi nejvyznamnéjsi
fadime krev, krevni plazmu, mo¢ a vodu, ve kterych je rozpusténé velké mnozstvi
osmoticky aktivnich castic. Nejdulezitéjsi slozku tvoii ionty, zejména pak sodik,
draslik, vapnik, chloridy a dalsi osmoticky vyznamné slouceniny. Souhrnné tento jev

nazyvame osmolalita. [6]

1.1. Metabolismus sodiku

Metabolismus sodiku, ktery je hlavnim extracelularnim kationtem, se nejvétsi mirou
podili na osmotickém tlaku. Ze vsech iontit na sebe vaze nejvice vody, retence sodiku
je proto vidy doprovazena retenci vody a naopak.”“ [6, 93 s.] Z toho divodu patii
neodmyslitelné¢ metabolismus sodiku k metabolismu vody a dulezita je jejich regulace.
Odlisn¢ pak bude organizmus reagovat na ztratu vody (hypotonické tekutiny) nez na
ztratu vody se solemi (izotonické tekutiny). [6]

Sodik je pfijiman potravou ve form¢ chloridu sodného (kuchyiiska stl). Za
fyziologickych okolnosti 90% sodného kationtu se vylou¢i moci, dale stolici a potem.
99% tohoto mnozstvi je pak zpétné ledvinami resorbovano a pouhé 1% je vylouceno
v definitivni mo¢i. Cast resorpce, ktera se odehrava v distalnim tubulu (viz kapitola
3.1.), je kontrolovana hormonem aldosteronem. [6]

., Nasledkem ztraty vody je zvyseni osmolality a koncentrace sodikového kationtu
V ECT, které vyvolavaji presun osmoticky aktivnich latek z ECT do bunék, resp. presun
vody opacnym smerem, nedostatek vody se tedy rovnomerné rozlozi mezi oba tyto
prostory a dlouho nemuseji byt pritomny vétsi potize nemocného. “ [6, 93 s.] V krvi pak
zacne narustat koncentrace bilkovin a hemoglobinu. Organismus na zvySeni osmolality
reaguje produkci antidiuretického hormonu (ADH). Ten svym ptsobenim na distalni

tubulus v ledvinach, vyvola zpétnou resorpci vody, jak je patrné ze schématu 1. [6]
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ztrata vody

\ 4

zvySeni osmolality

\ 4
produkce ADH

\ 4
retence vody

\ 4
pokles osmolality plazmy

Schéma 1.: Reakce organismu na ztratu vody (hypotonické tekutiny)

[6]

Pokles objemu cirkulujici tekutiny nastava az u pokrocilé dehydratace; v tom piipad¢ je

aktivovan systém renin-angiotenzin-aldosteron. [6]

1.2. Systém renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS)

Izotonicka tekutina se z organismu ztraci napf. zvracenim, krvacenim, prujmy apod.
»Protoze v tomto pripadé nestoupd osmolalita ECT, nedochdzi K presunu tekutiny z ICT
a ztrata ECT tedy neni nicim kompenzovana.“ [6, 94 s.] Nemocny pak nema Zizen, do
popfedi se dostava inava, adynamie a sniZzuje se turgor kiize. Zahy se projevi nasledek
poklesu krevniho objemu, klesne diuréza a nemocny je ohrozen selhanim ledvin,
selhanim krevniho ob&hu a ipadkem do bezvédomi. [6]

,»INa pokles krevniho tlaku, a tedy i sniZeni tlaku ve vas afferens ledviny, reaguje
juxtaglomerularni aparat produkci reninu.” [6, 94 s. ] (obrazek 1) Dal$im signalem
k produkci reninu je snizeni koncentrace sodného kationtu ¢&i aktivace B —

adrenoreceptort v oblasti juxtaglomerularnich bun¢k.[6], [23]
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Proximalni
tubulus

Juxtaglomerular
buriky - produkce
reninu

Distalni
tubulus

Henleova
klicka

Juxtaglomerularni aparat

Obrazek 1. Juxtaglomerularni aparat

[7]

Renin je enzym, jehoz hlavnim ukolem je pfeména angiotenzinogenu, kolujiciho v krvi,
na peptid angiotensin-1. Ten se nasledné zkrati o dvé aminokyseliny leucin a histidin
pusobenim angiotensin-konvertujiciho enzymu (ACE), ktery vznika v plicni tkani.
Takto vznikly angiotensin-11 a jeho metabolit angiotensin-Ill, centralné zvysuji tonus
sympatiku, v neurohypofyze stimuluji sekreci vasopresinu s néslednou retenci vody a

vyvolavaji zvyseni produkce aldosteronu v kiife nadledvin (viz schéma 2). [23]
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Schéma 2: Aktivace systému renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS)



Aldosteron zvysi resorpci sodného kationtu v distalnim tubulu. Sodik se spojuje s vodou

a spolu s vazokonstrikénim ptisobenim angiotensinu-11 a -III vyvolaji zvySeni krevniho

tlaku a zlepsi pratok tekutin ledvinami, jak je patrné ze schématu 3. [6]

ztrata izotonicke tekutiny

A

¥ tlaku ve vas afferens

> renin

______» angiotenzinogen

l+
» angiotenzin |

» ACE

Inhibitory ACE

angiotenzin Il

angiotenzin Ill

/

aldosteron cévy

l

retence Na+ a vody

N

Schéma 3: Rizeni sekrece aldosteronu

[6]

17



1.3. Reakce na prebytek sodiku a zvétSeny krevni objem

Reakce na piebytek sodiku a zvétSeny krevni objem cirkulujici tekutiny je dan sekreci
natriuretickych peptidi. Znamé jsou tii typy, atriovy natriureticky peptid (ANP),
mozkovy natriureticky peptid (BNP) a natriureticky peptid typu C (CNP). Peptidy jsou
produkovany svalovinou levé srde¢ni komory a siné, nékterymi oblastmi mozku a z¢asti
bunikami endotelu cév. [6]

Cilovym organem téchto peptida je distalni tubulus ledvin, kde inhibuji zpétny
transport sodiku. ,,Pisobi vsak i vazodilataci a snizuji vznik a ucinek angiotensinu II.
V klinické praxi se nejbéinéji stanovuje BNP ¢i N-terminalni peptid, vznikajici pri
premené prekurzoru pro BNP na aktivni hormon “. [6, 95 s.] Jejich serova koncentrace
se zvySuje pii srde¢ni slabosti a u nemocnych s infarktem myokardu mé toto stanoveni
hypertenze s hypertrofii a pfetizenim levé srdeéni komory, hyperaldosteronismus,
selhani ledvin sneschopnosti vyloucit piebytek vody a jiné. Jako u ostatnich
nizkomolekularnich latek, tak i v ptipadé BNP dochazi k retenci v séru pii poklesu

glomerularni filtrace. [6]
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2. Jednotlivé hormony ucastnici se RAAS

2.1. Renin

Renin, ktery se sklada z 406 aminokyselin, neni hormon v pravém slova smyslu. Jde o
enzym, ktery je produkovan juxtaglomeruldrnimi buitkami ledvin (obrazek 1). Stimulem
k jeho sekreci je pokles krevniho tlaku, ktery je detekovan baroreceptory a pokles
koncentrace Na® iontii vkrvi a Henleové klice. Renin spousti pifeménu
angiotenzinogenu na angiotensin-I, ktery je pak enzymaticky pfeménén na angiotensin-
Il, je tedy inicidtorem renin-angiotenzinového systému, ktery se podili na fizeni
vyluCovani vody a iontl ledvin. Renin je vylu¢ovan ledvinovymi bunikami, které se
aktivuji prostfednictvim signalizace od macula densa (shluk bunék v oblasti distalniho
stoceného kanalku v ledvinach), ktery reaguje na rychlost proudéni ptes distalni tubulus,
poklesem renalniho perfuzniho tlaku (pfes baroreceptory v cévni sténé). Pokles
rychlosti obtékani macula densa znamena pokles renalni filtrace tlaku. Primarni funkci

je tedy nakonec zpusobit zvyseni krevniho tlaku, coz vede k obnoveni perfizniho tlaku

v ledvinach. [16],[25]

Obrazek 2: Renin

[6]
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2.2. Aldosteron

Aldosteron je steroidni hormon, ktery vznika v kufe nadledvin. Podle chemické povahy
ho fadime mezi mineralokortikoidy. VSechny steroidni latky sdili podobnou
cyklopentanoperhydrofenantrenovou strukturu a také vznikaji téméf stejnou cestou, a to
proto, Ze pro vSechny slouzi jako prekurzor stejna latka, cholesterol, s fadou
enzymatickych krokl (schéma 4). [14], [22]

Aldosteron je v plazmé transportovan volné nebo ve vazbé na plazmatické
bilkoviny. Jeho G¢inek v cilové tkani je zprostifedkovan jadernymi receptory a plisobi
hlavné¢ v ledvinach, v potnich a slinnych Zlazach a také ve stievech. Zpusobuje
zpétnou resorbci Na* iontiia vody Vv ledvinnych tubulech z primarni moé¢ia naopak
vyluéovani K" a H' iontfl, coz vede ke zvySeni objemu extracelularni tekutiny a

naslednému zvyseni krevniho tlaku. [14], [22]

CHOLESTEROL

enzym Stépici postranniretézec chol.

M
Pregnenolon
3B-hydroxysteroid dehydrogenaza
v

Progesteron
21-hydroxylaza

¥
DOC HO
11B-hydroxylaza
v

Kortikosteron

aldosteronsyntaza
1 8-0Hkox¥ikosteron 0

aldosteronsyntaza HO

!

ALDOSTERON

OH

Schéma 4: Syntéza steroidnich hormonii

[1]. [3]
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2.3. Angiotenzin

Angiotensin je peptidovy hormon, ktery zpisobuje vazokonstrikci a nasledné zvySeni
krevniho tlaku. Je soucasti systému renin-angiotensin-aldosteron, ktery je v soucasné
dobé hlavnim cilem pro léky snizujici krevni tlak. Dilezitou roli je také stimulace

uvoliiovani aldosteronu. [15]
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Schéma 5: Angiotenzin

[2]

Prekurzorem je angiotensinogen, coz je plazmaticky alfa-2-globulin, ktery je
syntetizovan jatry a slouzi jako substrat pro renin. Lidsky angiotenzinogen je tvoten 452
aminokyselinami, avSak u ostatnich organismd se mize jeho velikost liSit. Prvnich 12
aminokyselin je velmi dilezitych pro jeho aktivitu. Jsou jimi: Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-
Pro-Phe-His-Leu-Val-lle. [15],[18]

Angiotensin-I, oligopeptid, ktery vznikd odstépenim z N-terminalniho konce
angiotensinogenu uc¢inkem reninu. Nema piili§ velkou biologickou aktivitu a je chapan
spise jako prekurzor pro angiotensin-Il. [18]

Angiotenzin-Il je pak vlastni peptidicky hormon systému RAAS, ktery vznika
z angiotensinu-I a u¢inkem angiotensin konvertujiciho enzymu (ACE), a to piedevsim
v plicich nebo endotelialnich a epitelialnich buiikach ledvin. Samotny vliv angiotensinu-
II na buiky je zprostfedkovan ptes AT-receptory, kterych je n€kolik podtypi, pfi¢emz

AT je nejvyznamnéjsi. Uginky angiotensinu-II jsou tyto:
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e Vede k v§eobecné vazokonstrikci arteriol

e Zvysuje reabsorbci sodiku v proximalnim tubulu

e Zvysuje tvorbu aldosteronu a tim zvysuje resorpci sodiku v distalnim tubulu
e Zvysuje odpor ve vas afferens, ¢imz stimuluje glomerularni filtraci

e Stimuluje aktivitu sympatiku

e Zvysuje sekreci ADH

Angiotenzin-lll se podili na c¢innosti angiotensinu-II a na cinnosti aldosteronu.
Angiotensin-IV, hexapeptid, ma podobné jako angiotensin-III mensi biologickou
aktivitu. Oba tyto angiotensiny nemaji v soucasné dobé¢ v laboratorni praxi klinické
uplatnéni. [15], [18].
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3. Organy souvisejici s funkci RAAS systému

3.1. Anatomicky a fyziologicky popis ledvin
Ledviny, parovy organ fazolovitého tvaru, jsou ulozeny v horni ¢asti bfiSni dutiny po
obou stranach bederni patefe. Jsou obaleny tukovym polstafem, ktery je chrani pred
mechanickymi otfesy. Ledviny se skladaji z pfiblizné¢ 1 milionu funk¢nich jednotek, tzv.
nefrond. Kazdy nefron pak zacina glomerulem, ve kterém dochazi k ultrafiltraci
plazmy. Poté pokracuji tubuly, které lze podle struktury a funkce rozdélit do né€kolika
usekt (proximalni tubulus, Henleova klicka, distalni tubulus). [5], [7], [26]
K zakladnim funkcim ledvin patii:
e udrzovani stability vnitinitho prostfedi, tedy osmotického tlaku, koncentrace
minerall a vodikovych iontl (pH)
e vylucovéani odpadnich, nepotiebnych latek (urea, kreatinin, kyselina mocova,
mnohé Iéky a jejich metabolity)
e tvorba biologicky aktivnich latek (renin, erytropoetin)

e metabolické funkce (glukoneogeneze)

Vétsinu téchto funkci zaji$t'uji ledviny tvorbou moci. Nizkomolekularni latky se
dostavaji do moc¢i glomerularni filtraci. VEtSi molekuly jsou zadrzeny a nachazime je
v moci jen pii poruchach glomerulu. SloZeni primarni moci je tedy velmi podobné
plazmé bez vétSiny bilkovin. ,,Pri priichodu proximadlnim a distalnim tubulem a
Henleho klickou dochazi k zahusténi moci, které je dané osmotickym gradientem mezi
obsahem tubulii a intersticidlni tekutinou v dreni ledvin, zvétsujicim se smérem k papile
ledvin. “ [6, 95 s.] Spousta latek, které jsou potiebné pro organismus (glukoza, AMK) se
vstiebavaji jiz v proximalnim tubulu. V tubularnim systému dochazi také k resorpci a
sekreci minerali a dalsich latek, které zajistuji stabilitu vnitiniho prostiedi. Rada
tubularnich déji je pod kontrolou hormont, jako napt. antidiureticky hormon,

aldosteron aj. [6], [7]
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Obrazek 3: Anatomie ledviny

3.2. Poruchy funkce ledvin

distélni kandlek

sbéraci kandlek

glomerulus

| { ~ Q&x - Bowmaniv véaéek

o proximélni kandlek

Henleova klicka

[4], [8]

Nefron muze byt jak po strdnce anatomické, tak po strdnce funkéni rozdélen na

glomeruldrni Cast a tubularni ¢ast. Néktera onemocnéni vedou primarné k postiZeni

glomeruli, tedy ke snizeni glomerularni filtrace. Jina onemocnéni poskozuji nejprve

tubuly a jejich funkce. Vétsina vSak diive ¢i pozdé&ji postihne obé ¢asti nefronu. [7]

Onemocnéni ledvin mizeme rozdélit do n€kolika skupin:

e Cévni onemocnéni ledvin (napi. aterosklerdza rendlnich tepen) — mohou se

projevovat renovaskularni hypertenzi, ischemii ledvin, obvykla je mirn€ snizena

glomerularni filtrace [7]

e Nemoci glomerulll (napf. zanéty glomerulli) — mezi hlavni projev patii

patologicky nalez v mo¢i, popt. mtize dojit k akutnimu ¢&i chronickému selhani

ledvin [7]
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e Nemoci tubulll — projevuje se obvykle relativné specifickou poruchou slozeni
vnitiniho prostiedi [7]

e Akutni selhani ledvin — vyviji se nahle, béhem hodin az dnt, (napi. vlivem
neurotoxickych jedl nebo pfi Soku), mize dojit k anatomickym zménam [7]

e Chronické selhani ledvin — renalni insuficience (nedostate¢nost ledvin) plynule
prechazi k akutnimu selhani [7]

e Nadory ledvin a mocCovych cest [7]

Hypertenze je castou komplikaci akutnich i chronickych onemocnéni ledvin,
zejména pak onemocnéni postihujici rendlni cirkulaci a glomeruly. AvSak vyskyt
hypertenze se u jednotlivych onemocnéni ledvin lisi. U pacienti s primarni hypertenzi
muze byt hypertenze pticinou selhani ledvin a i leh¢i formy primérni hypertenze zvysuji
riziko chronického selhéni ledvin. Z pacienti trpicich sekundarni formou hypertenze je

Casto pricinou chronické rendlni onemocnéni ¢i stendza renalni tepny. [4]
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4. Sekundarni hypertenze

Sekundarni hypertenze je definovana jako takova forma vysokého krevniho tlaku, kde

lze odhalit a Casto i odstranit konkrétni pfi¢inu, ktera nemoc vyvolava. Vyskyt

sekundarni hypertenze je pfiblizné 5 - 15 % u dospélych hypertonikli, naopak vyssi

vyskyt je v détském a juvenilnim véku. [12],[26]

Sekundarni  formy hypertenze byvaji Casto doprovazeny tézkou arterialni

hypertenzi s fadou metabolickych a organovych komplikaci. Mezi nejcastéjsi formy

sekundarni hypertenze patii renalni hypertenze a endokrinni hypertenze u primarniho

hyperaldosteronismu (viz tabulka 1) [11]

Typ
hypertenze

Podtyp

Diagnostika

Renalni

Parenchymova

Patologicky ndlez v mo&i + sedi-
mentu

ZvySeny kreatinin, snizena glome-
rularni filtrace

Sonografie ledvin

Renovaskularni

Selest v bfise

Duplexni sonografie ledvinnych
tepen

CT angiografie ledvinnych tepen

Endokrinni

Hyperaldostero-
nismus

Hypokalémie
PA/PRA > 30
CT, NMR nadledvin

Feochromocy-
tom

Zachvatovita hypertenze
K.vanilmandlova > 50umol/l modi
Normetanefrin > 360 pg/24 hodin
v modi

Metanefrin > 300 pg/24 hodin v
modi

CT, NMR bficha

1311-metajodbenzoylguanidin

Cushinglv
syndrom

Typicka obezita, strie

Kortizol v moéi > 600 nmol/24 ho-
din

CT, NMR hypofyzy a nadledvin

Dalsi endokrinni

Thyreotoxikbza, akromegalie, pri-
marni hyperparathyrebza, vroze-
né poruchy

Tabulka 1: Rozdéleni nejcastéjsich pricin sekundarni hypertenze a jejich diagnostika

[10]
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4.1. Endokrinni formy hypertenze

Endokrinni formy hypertenze jsou vétSinou spojeny s chorobami nadledvin. Vyskyt
V populaci (krom¢ primarniho hyperaldosteronismu) je pomérné nizky. VétSinou se u
téchto onemocnéni nejednd o t€zké formy hypertenze. [7], [12]

Zonemocnéni  nadledvin  jsou  hypertenzi  doprovazeny  primarni
hyperaldosteronismus (kapitola 4.1.1.), feochromycytom (viz tabulka vyse) a
hypertenze podminéna systémem renin-angiotenzin-aldosteron. Pfi vySetfovani
hypertenze podminéné systémem RAAS, je vychodiskem stanoveni plazmatické

reninov¢ aktivity a plazmatického aldosteronu (viz experimentalni ¢ast). [7],[12]

4.1.1. Primarni hyperaldosteronismus
Primarni hyperaldosteronismus je nejcastéjsi pifi¢inou endokrinni, ale i sekundarni
hypertenze obecné. Jde o onemocnéni, které je vyvolané autonomni nadprodukci
mineralokortikoidi  (aldosteronu) kirou nadledvin s vysokymi koncentracemi
aldosteronu, potlacenym reninem a arteridlni hypertenzi. Dusledkem je zadrZovani
sodiku v distalnim tubulu ledvin, zvysené vylu¢ovani drasliku a vodiku (hypokalémie,
hypernatrémie), potlacovani vyluCovani reninu, proto je jeho hladina velmi nizka.
Retence sodiku a tekutin pak vede k vzestupu plazmatického volumu, coz je jeden
Z hlavnich mechanismi vzniku hypertenze. Leh¢i formy hyperaldosteronismus nemusi
hypokalémii a metabolické zmény vykazovat, je tedy snadné ji zaménit za primarni
hypertenzi. [11], [12]
Nejbézngjsi klinické ptiznaky primarniho hyperaldosteronismu:

e Arteridlni hypertenze, mnohdy rezistentni na lécbu

e Organové poskozeni

e Unavovy syndrom

e Arytmie, kardiovaskularni ptithody

e Svalovéa unava, obrny

e Hypokelémie, hyponatremie
PH vede casto k orgdnovym komplikacim, napt. hypertrofie levé srde¢ni komory, cévni

poskozeni, které mize byt vysvétleno plisobenim aldosteronu. Aldosteron ma rychly

negenomicky ucinek, ktery je zprostiedkovan interakci s mineralokortikoidnim
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v

receptorem, ktery vede pravé k poskozeni cév. Cast&jsi je viak vyskyt arytmii (fibrilace

sini), cévni mozkové piihody a infarkty myokardu. [11], [12]
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Experimentalni ¢ast
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5. Laboratorni metody stanoveni parametri kaskady RAAS

5.1. Vypocet poméru aldosteron/renin (ARR, aldo-renin-ratio)

Dulezitou otdzkou, kterou bychom si méli polozit hned na zacatek je, pro¢ patrat po
endokrinni hypertenzi? Jak jiz bylo feCeno v kapitole 4, 4.1., hlavnim divodem je
vCasna detekce, kterd umozni zabranit rozvoji kardiovaskularnich komplikaci a fad¢é
dalsich onemocnéni.

Velmi senzitivni, ale zéaroven relativné jednoduchou metodou, kterd je
doporucovana ke screeningu, je pomér aldosteron/renin (ARR, aldosteron-renin-ratio).
Vypocet ARR je pomémné snadny. Jde o podil plazmatického aldosteronu (ALDO)
v ng/dl a plazmatické reninové aktivity (PRA) v ng/ml/h.

Doposud nebylo dosazeno plné jednoty, ale podle guidelines Ceské

kardiologické spolecnosti, je za abnormdlni povazovana hodnota ARR 30

(ng/dl).(ng/mi/h). [24]
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6. Stanoveni plazmatickeé reninove aktivity

Mg¢feni je provadéno pomoci komer¢ni soupravy REN-CTK fy DiaSorin, S.p.A., Kkat.
gislo APMO0135, dodavané firmou KC-Solid, CR. Postup je validovan pro Kklinické
pouziti a spliiuje pozadavky normy ISO:15189 na in vitro diagnostiku, ozna¢ené CE

znackou.

6.1. Princip stanoveni
M¢éfeni plazmatické aktivity reninu sestava =z radioimunoanalyzy (RIA) Ang-I.
Hlavnimi kroky této analyzy jsou:

e generovani Ang-I ve vzorcich plazmy béhem inkubace pti 37°C pii podminkach,
které zabranuji degradaci Ang-I a jsou povazovany za nejvhodnéjsi pro aktivitu
reninu [20]

e stanoveni koncentrace Ang-I metodikou RIA ve dvou pomérnych castech
stejného vzorku, kdy jeden je inkubovan pii 37°C pro generovani a druhy vzorek
inkubovan neni (blank) [20]

Princip imunoanalyzy je zaloZen na kompetici mezi Ang-I znaCenym izotopem jodu

2] 3 Ang-I obsazenym v kalibratorech nebo ve vzorcich o omezeny pocet vazebnych
mist specifické protilatky navdzané na stén¢ dodavané zkumavky. Po inkubaci je
mnozstvi **°I znaeného Ang-l navédzaného do imunokomplexu s protilatkou, navazané
na sténach zkumavky, nepfimo imérné koncentraci neoznaceného Ang-I pritomného

v kalibratorech nebo ve vzorcich. [20]

6.2. Biologicky material

Krev je nutné odebirat do zkumavek zchlazenych na teplotu maximalné 4°C
s pfidavkem EDTA jako antikoagulantem. Prakticky tohoto lze dosdhnout umisténim
zkumavek do lazn¢ s tajicim ledem. Vzorky je nutno uchovat v chladu a odsttedit, aby
se izolovala plazma. U vzorkl, které obsahuji pevné Castice, jsou zakalené nebo
lipemické, obsahuji stopy erytrocytli, mize byt provedena filtrace nebo centrifugace.
Vysoce hemolyzované nebo lipemické vzorky nelze pro stanoveni pouzit. Pokud se
analyza neprovadi okamzité, vzorky je nutno uchovat v mrazniéce pii teploté -20°C a

nizsi. [20]
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6.3. Reagencie dodavané v soupravé
Souprava pro stanoveni Ang-I je dodavana pro 100 stanoveni, véetné kalibra¢ni kiivky

a komerc¢niho kontrolniho materialu. Slozeni soupravy je nasledujici:

1. ZKUMAYVKY potazZené protilatkou proti Ang-1, 100 kust
Na vnitini povrch zkumavek je nanesena protilatka biotinylovaného krali¢iho

IgG proti Ang-l. Pfed pouzitim nechame vytemperovat na pokojovou teplotu
(20-25°C). [20]

2. lleu-5-angiotensin znaceny 1251, 2 lahvicky

Lyofilizovany jodovany angiotensin. Lahvidka obsahuje hormon znageny %I,
BSA, fosfatovy pufr, stabilizatory, konzervacni latky a inertni ¢ervené barvivo.
Lahvicku rozpustime piidanim 26 ml destilované vody. Skladujeme v mraznicce

pfti teploté -20°C a nizsi. [20]

3. KALIBRATORY s lleu-5-Ang-1, 6 lahvicek
Lyofilizovane reagens. Lahvicky obsahuji zvysené mnozstvi Ang-l, bovinni
sérovy albumin, fosfatovy pufr, konzervacni latky, Rekonstituujeme pfidanim 1
ml destilované vody. Koncentrace standard jsou 0 - 0,3 -1,0-3,0-5,0 - 10,0

—50,0 ng/ml. Skladujeme v mraznicce pfi teploté -20°C a nizsi. [20]

4. KONTROLNI VZOREK PLAZMY, 1 lahvi¢ka
Lyofilizované reagens. Lahvicka obsahuje lidskou plazmu, konzervaéni latky.
Rozmezi koncentraci kazdého séra je uvedeno na osvédCeni o analyze a
predstavuje limity pro hodnoty kontrolnich sér. Rekonstituuje se ptidanim 2 ml
zchlazené destilované vody, pfitom teplota nesmi prekrocit 4°C. Koncentrace

analytll ve vzorku je uvedena na Stitku lahvicky. [20]
5. VYVIJEJICI PUFR, 1 lahvi¢ka

Lahvicka obsahuje 4 ml pufrového roztoku citratu, stabilizatory, konzervacni

latky a inertni modré barvivo. [20]
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6.

ENZYMATICKY INHIBITOR (PMSF), 1 lahvi¢ka

Lahvi¢ka obsahuje 1 ml 5 % roztoku fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF)

v etanolu. Pokud dojde pii teploté 2-8 °C ke krystalizaci, zahiejeme roztok PMSF na
37°C. [20]

Pro provedeni analytického postupu je potfebny nasledujici spotfebni material a

laboratorni vybaveni:

Destilovana voda

Laboratorni sklo

Stojan na zkumavky

Polystyrénové zkumavky na jedno pouZziti
Termostaticka vodni lazen

Detektor y-zéateni nakalibrovany pro méteni 123)
Vibra¢ni michadlo typu vortex

Mikropipety se Spickami na jedno pouziti

Zatizeni k odsavani tekutin (vodni vyvéva)

6.4. Omezeni metodiky

Klinicka vyznamnost testu PRA neni spolehliva, jestlize je test proveden na pacientech,

ktefi nejsou v kontrolovanych podminkéch, zejména v ptijmu sodiku a drasliku, a ktefi

nezaujimaji stanovenou polohu, nebo jimz byly podéany 1éky, které ovliviuji vylucovani
reninu. [20]

Na vysledky testu mize mit vliv bakterialni kontaminace nebo opakované

zmrazovani a rozmrazovani vzorkl. Dulezité je zvladnuti techniky a dodrzovéni

navodu, zejména piesné pipetovani. Snizenou kvalitu vysledkiit mohou ovlivnit tyto

metodologické faktory:

Pouziti stejné Spicky pii odbérech nebo po davkovani vzorki

Ponechani dlouho otevienych zkumavek

Vystaveni reagencii nebo vzorkil plisobeni intenzivniho tepla nebo bakteriim
Neadekvatni aspirace inkubac¢niho roztoku

Ptilezitostna oscilace detektoru gama nebo nespravna manipulace

Pouziti reagencii z riznych Sarzi
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Omezeni citlivosti testu mize zpisobovat interference s proteiny ve vzorku (blank).
Celkovy blank zahrnuje ptispévky proteinit podobnych Ang, cirkulujiciho Ang-1 a Ang-
I produkovaného ptisobenim reninu pii nizké teploté od doby odbéru krve do provedeni
testu. Kontrolované studie potencionalné interferujicich latek ukézaly, Ze provedeni

testu neovlivituje lipémie a bilirubinémie. [20]
6.5. Postup stanoveni

6.5.1. Vyvijeni angiotensinu |
Ang-1 se vyviji pfi pH 6 a optimalnich podminkach, aby bylo dosazeno citlivosti u
vzorkl s nizkou aktivitou reninu a moznost pouziti kratsi doby vyvijeni. Tyto podminky
kinetiku vyvijeni Ang-I. [20]

Do vyvijecich zkumavek bez nanesené protilatky, ulozenych v ledové lazni,
pridavame tyto reagencie:

e 500 pl vzorku

e 10 pl PMSF

e 50 ul vyvijejiciho pufru

Obsah zkumavek promichame na tfepacce a 200 pl kazdého vzorku pieneseme do
druhé série zkumavek bez nanesené protilatky. Druhou sérii zkumavek inkubujeme po
dobu 90 minut v termostatu nastaveném na teplotu 37°C. Prvni sérii zkumavek (blank
vzorky) uchovdvadme v ledové lazni (maximalné 4°C). Po inkubaci musime vyvijeci se

zkumavky ulozit do ledové 1azné. [20]

6.5.2. Postup provedeni RIA analyzy
Stanoveni provadime pfi pokojové teploté (20-25°C) se vzorky v duplikatu. Reagencie

pipetujeme na dno protilatkou potaZzenych zkumavek, podle nasledujici tabulky (tab.2):
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Zkumavky Kalibratory Vzorky
Reagens 0-5 a blank vzorky
Kalibratory 50 pl -
Vzorky - 50 pl
31.Ang-1 500 pl 500 pl

Tabulka 2: Pipetovani jednotlivych reagencii do zkumavek
[20]
Obsah zkumavek promichdme na tfepacce a inkubujeme po dobu 3 hodin pfi
pokojové teploté. Po ukonceni inkubace peclivé odsajeme reakéni smés, pricemz Spicka
aspiratoru se musi dotykat dna zkumavky s protilatkou, aby se odsala veskera kapalina.
Po tomto kroku zmé&fime radioaktivitu ?°l ve zkumavkach na analyzatoru COBRA
5005 (Perkin Elmer, Packard Cobra 11, Auto Gamma, USA) nakalibrovaném pro méteni

aktivity zafeni gama pro izotop jodu *#I. [20]

6.6. Vyhodnoceni vysledkii méireni PRA

99,00 eun
B/F
[%]
5,7
0,0186 ¢ [ng/ml] 50,00

Graf 1. Ukdzka redalné kalibracni krivky pro PRA, jako vystup z analyzatoru COBRA
5005
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STD # CPM DEFINE %B/F CALC.DOSE % DIFF
1 DET.LIM  0.01862 98.97 0.01862 0
2 17984 0.3 86.05 0.29751 -0.83
3 13656 1 63.34 1.00278 0.28
4 8275 3 38.59 3.00745 0.25
5 3732 10 17.86 9.93472 -0.65
6 1197 50 5.73 50.47332 0.88
Curvefit  : LOGISTIC TransformY : NONE
Corr. Coef : 1.000 Transform X:LOG Slope :-0.9806
Det. limit :0.0186 Para. Coeff. : 1.000
%NSB/Total %Ref/Total :65.634
ED20 1 8.4925 ED50 :1.9330 ED80 :0.4632
%Sigma Stad.  :3.6274
A 12097.8 B :0.981 C :1.851 D 1428.185
RMS :23.2358

Tabulka 3: Vyhodnoceni parametrii kalibrace pro PRA, dle firemniho protokolu na
analyzatoru COBRA 5005
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7. Stanoveni plazmatické koncentrace aldosteronu

Mg¢éfeni je provadéno pomoci komercni soupravy AIDOSTERONE RIA kit, Siemens
Medical Solutions Diagnostics, kat. ¢islo TKALI, dodavané firmou Lacomed s.r.o.,
CR. Postup je validovan pro klinické pouZiti a splituje pozadavky normy 1SO:15189 na

in vitro diagnostiku, oznacené CE znackou.

7.1. Princip stanoveni

Principem stanoveni je zalozen na soutézi (kompetici) aldosteronu ze vzorku
biologického materialu (plazmy) s **I znatenym aldosteronem o omezeny podet
vazebnych mist specifické protilatky. Reakce probihd ve zkumavkéach potazenych
protilatkou proti aldosteronu, tedy jedna se o stanoveni na pevné fazi. Po inkubaci,
odsati obsahu zkumavek a poZzadovaném promyti se méti radioaktivita vazané frakce ve
zkumavce na odpovidajicim zatizeni pro méfeni zafeni gama. Koncentrace aldosteronu
ve vzorcich se odecitaji z kalibra¢ni kiivky, pficemz mezi aktivitou vyjadienou v CPM

a koncentraci aldosteronu [ng/1] je nepfima umérnost. [21]

7.2. Biologicky material

Odbér krve se provadi do obycejnych zkumavek nebo do zkumavek s ptidavkem EDTA
jako antikoagulatem. Ultracentrifugace se doporucuje pii upravé lipemickych vzorki.
Hemolyzované vzorky mohou byt zndmkou nespravného zachazeni se vzorkem jesté
pred piijetim do laboratofe, proto by se mélo na tyto vzorky brat pfi méfeni ohled, popf.
vysoce hemolyzované nepouzivat ke stanoveni. [21] VySetfeni se tedy provadi ze
vzorkl plazmy, mozZné je 1 vySetfeni ze séra nebo moce. Na oddéleni klinické biochemie
ve Fakultni nemocnici v Olomouci se provadi vySetieni pouze z plazmy, nebot’ se

soucasn¢ vysetiuje také PRA.

7.3. Reagencie dodavané v soupravé

Soustava je dodavana pro 100 pouziti vcetné kalibraéni kiivky a komeréniho
kontrolniho materiélu. Pfed pouzitim nechame reagencie vytemperovat na pokojovou

teplotu (20-25°C), k rozpousténi reagencii pouZzijeme destilovanou vodu. [21]
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1.

2.

12I_.ALDOSTERON: 1 lahvi¢ka, lyofilizovana reagens

Lyofilizovany jodovany aldosteron. Kazdou lahvicku rozpustime pfidanim 110
ml destilované vody. Nechame 10 minut stat a pak promichame jemnym
prevracenim lahvicky. Stabilni pfi teplot¢ 2 — 8°C po dobu 30 dni po

rozpusténi, nebo do data exspirace, uvedeného na lahvicce. [21]

ZKUMAVKY potazené protilaitkou proti aldosteronu, 2 x 50 Kkusi,
pripravené k pouZiti.

Polypropylenové zkumavky potazené protilatkami proti aldosteronu, zabalené
v saccich. Skladujeme v chladniéce a chranime pted vlhkosti. Stabilni pfi teploté

2 — 8°C po dobu jednoho roku od data vyroby. [21]

KALIBRATORY: 7 lahviek, lyofilizované reagens.

Sedm lahvicek, oznacenych A az G, s lyofilizovanym upravenym lidskym
sérem. Nejméné 30 minut pted pouzitim rozpustime nulovy kalibrator A v 6,0
ml destilované vody, a kazdy ze zbyvajicich kalibratort, tedy B az G ve 3 ml
destilované vody. PouZijeme pipetu a promichame jemnym krouzenim.
Uchovdvdme zamrazené: stabilni pii teploté — 20°C po dobu 30 dnd po

rozpusténi. Kvili maximalni stabilité ptipravime alikvoty a zamrazime je. [21]

Vsechny reagencie pouzijeme do doby exspirace soupravy. Rozpusténé

kalibratory pro dalsi pouziti aliquotujeme a skladujeme do data exspirace v alikvotech

pti teploté minimalné -20 °C. [21]

Pro provedeni analytického postupu je potiebny ndsledujici spotfebni material a

laboratorni vybaveni:

Destilovana voda

Laboratorni sklo

Mikropipety se Spickami na jedno pouZiti
Stojan na zkumavky

Detektor y-zéateni nakalibrovany pro méieni 123)

Vibra¢ni michadlo typu vortex

Zatizeni k odsavani tekutin (vodni vyvéva)
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7.4. Omezeni metodiky

Klinickd vyznamnost testu ALDO neni spolehliva, jestlize je test proveden na
pacientech, ktefi nejsou v kontrolovanych podminkach, zejména v piijmu sodiku a
drasliku, a ktefi nezaujimaji stanovenou polohu, nebo jimz byly podavany léky. Na
vysledky testu mize mit vliv bakteridlni kontaminace nebo opakované zmrazovani a
rozmrazovani vzorkd. Dilezité je zvladnuti techniky a dodrzovani navodu, zejména
piesné pipetovani. [21]

U vzorki, ve kterych je pritomnost bilirubinu v koncentracich do 200 mg/l nebo
u vzorkd, ve kterych je pfitomnost shluka ¢ervenych krvinek v koncentracich az do 30
wl/ml, nemaji zadny vliv na vysledky v ramci piesnosti tohoto stanoveni. [21]

Kalibrator 600 ng/l byl postupné fedén dvéma riznymi smésnymi lipemickymi
séry, coz mélo za nasledek nardst lipemie pifi soucasném poklesu koncentrace
aldosteronu. Natfedéné vzorky spolu s obéma smésnymi séry bez ptidavku kalibratoru
byly stanoveny podle postupu Coat-A-Count, piedepsaného pro stanoveni aldosteronu.
Vysledky ukazuji vybornou vytéznost dokonce i pii vyrazné lipemii. Vzorky
s ocekavanou nebo nalezenou koncentraci ALDO vyss$i nez je koncentrace nejvysSiho

standardu je nutno fedit nulovym vzorkem (soucasti soupravy). [21]

7.5. Postup stanoveni

Ocislujeme duplicitné sérii zkumavek dle popisu:

Nepotazené zkumavky - ozna¢ime v duplikatech ¢tyfi nepotazené polypropylenové
zkumavky o rozméru 12 x 75 mm jako T (celkovy pocet impulsti) a NSB (nespecificka
vazebnost). [21]

PotaZené zkumavky - ozna¢ime v duplikdtech Ctrnact potazenych zkumavek CO
(maximalni vazebnost) a C1 az C6. Ozna¢ime dalsi zkumavky potazené protilatkou,
take v duplikatech, pro kontroly a pacientské vzorky ¢isly 1 — n, podle poctu
pacientskych vzorki v pfipraveném pipetovacim protokolu. [21]

Do ozna¢enych zkumavek postupné pipetujeme reagencie podle nésledujici tabulky
(tab. 4):
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Zkumavky Kalibratory a
' Zkumavky pro
Reagens kontrola Vzorky pacient
NSB, T
Kalibratory nebo kontrola 200 pl - -
Vzorky plazmy - 200 pl -
122.ALDO 1000 pl 1000 pl 1000 pl
Tabulka 4: Pipetovani jednotlivych reagencii do zkumavek
[21]

Obsah zkumavek promichame na ttepacce. Poté nechame inkubovat 18 hodin pfi

pokojoveé teplote (20-25°C), bez tfepani.

Po inkubaci opatrné odsajeme obsah zkumavek (s vyjimkou dvou zkumavek na

stanoveni celkové aktivity T.) Po tomto kroku zmé&Hme radioaktivitu I ve
zkumavkéach na analyzatoru COBRA 5005 (Perkin Elmer, Packard Cobra I, Auto

Gamma, USA) nakalibrovaném pro méfeni aktivity zafeni gama pro izotop jodu

125|

Radioaktivitu mé&fime po dobu 1 minuty a vyhodnotime odpovidajicim RIA programem.

[21]

7.6. Vyhodnoceni vysledki méieni ALDO

._

90,3

B/F
(V6]

14,4
1,6783

Graf 2: Ukdzka redlné kalibracni krivky pro aldosteron,

COBRA 5005

¢ [ng/l]

1376,00

jako vystup z analyzatoru
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STD # CPM DEFINE % B/F CALC.DOSE % DIFF

1 DET. LIM 1.67826 90.34 1.6347 -2.31

2 12530 25 82.9 25.0001 0

3 10899 62 72.03 62.0001 0

4 8781 114 97.91 113.997 0

5 6517 229 42.83 228.001 0

6 3476 723 22.57 722.9877 0

7 2249 1376 14.38 1376.001 0
Curve fit : AUTO SPLINE TransformY : NONE
Corr. Coef : 1.000 Transform X:LOG Slope
Det. limit :1.6873 Para. Coeff. : 1.000
%NSB/Total :0.3219 %Ref/Total :53.036
ED20 187291 ED50 :161.52 ED80 : 34,957
%Sigma Stad. :2.1715

RMS :0.25612

# Infl. Pts. b # Infl. Pts. :97.7419

Tabulka 5: Vyhodnoceni parametrii kalibrace pro aldosteron, dle firemniho protokolu
na analyzatoru COBRA 5005
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8. Vysledky pacientii

Pro vyhodnoceni vysledkli méfeni ARR, jsme pouzili data pacientli z Oddéleni klinické
biochemie Fakultni nemocnice v Olomouci, ktefi byli hospitalizovani v rozmezi dat

1.1.2012 — 31.12.2012. Vybréno bylo 50 pacientl s jiz primarné diagnostikovanym
onemocnénim (vysvétlivky diagnéz v tabulce 7), vSechny vysledky byly zpracovany do

piehledné tabulky (tabulka 6).
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Pacient Zakl. diagndza Diagn6zal ALDO PRA ALDO/PRA
1 110 156 3,81 4,1
2 110 57 9,37 0,6
3 110 145 1,75 8,3
4 1150 518 0,97 53,4
5 1150 50 1,46 3,4
6 1152 E119 141 36,11 0,4
7 1159 71 0,18 394
8 1428 62 2,55 2,4
9 1460 44 0,52 8,5
10 110 53 1,06 5,0
11 1209 158 1,65 9,6
12 1259 76 0,36 21,1
13 1259 86 0,10 86,0
14 110 110 0,86 12,8
15 110 148 2,44 6,1
16 1219 29 0,55 5,3
17 1219 7 3,40 0,2
18 1219 20 0,40 5,0
19 1219 14 0,53 2,6

20 1219 52 0,54 9,6
21 1219 20 0,10 20,0
22 1219 40 0,67 6,0
23 1219 53 0,84 6,3
24 1460 36 0,49 7,3
25 110 135 0,15 90,0
26 110 158 1,41 11,2
27 110 120 4,15 2,9
28 110 34 4,45 0,8
29 1259 41 3,87 1,1
30 1259 121 9,42 1,3
31 1259 125 0,28 44,6
32 1278 44 0,34 12,9
33 1340 824 10,17 8,1
34 1350 E785 399 4,43 9,0
35 1674 123 1,54 8,0
36 1709 283 1,99 14,2
37 110 29 0,13 22,3
38 110 44 0,59 7,5
39 1501 58 0,79 7,3
40 110 44 1,05 4,2
41 110 78 0,46 17,0
42 110 232 0,46 50,4
43 110 280 2,85 9,8
44 110 74 0,46 16,1
45 1493 701 16,90 4,1
46 1499 1259 47 1,34 3,5
47 1500 45 0,49 9,2
48 1500 92 4,36 2,1
49 1500 33 0,32 10,3
50 1500 217 0,31 70,0

Tabulka 6: Zpracovani laboratornich dat aldosteron/renin
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110
1150
1152
1159
1209
1219
1259
1278
1340

E119

primarni hypertenze
renovaskularni hypertenze
sekundarni hypertenze
sekundarni hypertenze
angina pectoris
akutni infarkt myokardu
chronické ICHS
kardiopulmolarni nemoci
insuficience mitralni chlopné
bez komplikaci

1350
1428
1460
1493
1499
1500
1501
1674
1709
E785

stendza aortalni chlopné
jiné kardiomyopatie
srdeCni zastava, s resuscitaci
ptedcas. depolarizace komor
srdecni arytmie
meéstnavé selhani srdce
selhani levé komory
hypertenzni encefalopatie
gen. a neur¢. ateroskler6za
hyperlipidémie

Tabulka 7: Vysveétlivky pro jednotliva diagnostikovand onemocnéni

8.1. Zhodnoceni vyznamu laboratornich vySetfreni

[17]

Vysetieni ARR bylo provadéno na vybraném vzorku 50 pacientti. Pfevazné se jednalo o

pacienty z I. Interni kardiologickeé a Ill. Interni endokrinologické Kliniky Fakultni

nemocnice v Olomouci, kde jim byla jiz diagnostikovana primarni onemocnéni (viz

tabulka 6). Na zaklad€ vySetieni ARR jsme ziskali laboratorni hodnoty. Zpracovanim

tabulky (tabulka 7) do grafu (graf 3), mizeme pozorovat, ze z celkového poctu 50

vysetfovanych pacientli, nam do oblasti hodnot nad 30 (ng/dl).(ng/ml/h), coZ je brano

jako abnormdlni hodnota, spadd 14,4 % pacientl. Tady se nam potvrdil vyskyt

sekundarni hypertenze (viz kapitola 4.), ktera se v literatufe uvadi pfiblizné u 5 - 15%

dospélych hypertonikd.
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m hodnoty ARR<30
(ng/dl).(ng/ml/h)

H hodnoty ARR>30
(ng/dl).(ng/ml/h)

Graf 3: Vyhodnoceni vysledkit ARR

Na zéklad¢ téchto vysledki je 1ékat schopen urcit, jaké onemocnéni sekundérni
hypertenzi zpiisobuje. Nej€astéj$i pfi€inou jsou obvykle renovaskularni hypertenze,
tumor secernujici renin, chronickd insuficience ledvin a predev§im primarni
hyperaldosteronismus.

Stanoveni uvedenych parametr Ize tedy vyuzit ke sledovani ucasti systému
renin-angiotenzin-aldosteron na patogenezi hypertenze, edémovych stavi a dalSich

poruch elektrolytové, objemové a tlakové homeostazy. [19]
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Zavér

Cilem bakaléiské prace bylo objasnéni problematiky hypertenze, se zaméfenim na
endokrinn€é podminénou hypertenzi. Prace je rozdélena na Cast teoretickou a Cast
experimentalni.

Pod pojmem hypertenze vétSinou rozumime chronické zvySovani systémového
tlaku krve. To je zpusobeno tim, Ze méné prokrvena tkan ledvin vede k aktivaci
sympatiku a systtmu RAAS. Endokrinné podminéna hypertenze se fadi mezi
sekundarni formy vysokého krevniho tlaku. Na rozdil od esenciélni hypertenze je
Vtomto piipadé vysoky krevni tlak zpisoben konkrétni pficinou, kterd je Ccasto
odstranitelnd. Zavaznym divodem, pro¢ bychom se méli snazit odhalit tuhle formu
hypertenze, je velké riziko kardiovaskularnich komplikaci, které jsou dané nejen
samotnou hypertenzi, ale i pfimym poskozenim cévnich stén. Pravé moznost uplného
vyléCeni ¢i zabranéni vzniku dalSich komplikaci, je jeden z hlavnich divodt, proc
bychom méli na tuhle formu hypertenze pomyslet i v bézné praxi.

Zéakladni metodou uréenou pro screening endokrinné podminéné hypertenze je
podil plazmatického aldosteronu a plazmatické reninové aktivity (ARR). Tato metoda
by se méla provadét u vSech hypertonikii s ndhodné zjiSténym tumorem ledvin, u
hypertoniki s kardiovaskularnimi onemocnénimi v mladém véku, a také u hypertonikd,
u nichz je nedostate¢na odpovéd’ na 1écbu.

Screeningové vySetteni bylo provadéno na vzorku vybranych pacientl pfevazné
ze dvou internich Kklinik Fakultni nemocnice v Olomouci. Tito pacienti byli
hospitalizovani vétsinou s kardiovaskularnim onemocnénim. Laboratornim méfenim
jsme dosli k vysledku, Ze u 14, 4% vySetfovanych pacientli, hodnota koncentraci
ptekrocila hranici 30 (ng/dl).(ng/ml/h), kterd je povaZovana za patologickou, tedy
takovou, kdy by pacient mél byt 1é¢en.

Arteridlni hypertenze, je zavazny klinicky problém. AvSak preventivnim
opatfenim nejen pro rizikovou populaci, ale pro populaci obecné, je zména Zivotniho
stylu, ktera by méla byt prvnim opatfenim, pied nasazenim jakékoli medikamentozni

[éCby.
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