Univerzita Karlova
2. lékarska fakulta

Studijni program: Biochemie a patobiochemie

MUDr. Ing. Magdaléna Fortova

Biomarkery ¢asného poSkozeni ledvin

Biomarkers of early renal injury

Dizertacni prace

Skolitel: prof. MUDr. Richard Priiga, CSc.

Praha, 2018



PROHLASENI:

ProhlaSuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem fadné uvedla
a citovala vSechny pouzité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, Ze prace nebyla

vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.
V Praze, 17.9. 2018
Magdaléna Foftova

Podpis:



IDENTIFIKACNI ZAZNAM

FORTOVA, Magdaléna. Biomarkery ¢asného poskozeni ledvin. [Biomarkers of early
renal injury]. Praha, 2018. 154 s. Dizertacni prace (Ph.D.). Univerzita Karlova,
2. 1ékaiska fakulta, Ustav 1ékatské chemie a klinické biochemie. Skolitel: Priisa,

Richard.



PODEKOVANI

Touto cestou bych rada podékovala piredevsim:

Mému skoliteli Prof. MUDr. Richardu Prasovi, CSc. Jemu patii nejvétsi podékovani, a to
hlavné za hodnotné rady a konzultace, trpélivou a vstficnou pomoc a neustale nové podnéty
pii feSeni zvoleného tématu v pribéhu celého mého postgradudlniho studia, pfi psani
odbornych publikaci i dizertacni prace. Ocenuji jeho rozsadhlé odborné kvality a dékuji mu
také za jeho lidsky piistup, kterého si velmi vazim.

RNDr. Bruno Sopkovi, Ph.D., mému kolegovi z Ustavu 1ékai'ské chemie a klinické biochemie
2. LF UK a FN Motol, za pomoc pfi statistickém vyhodnocovani naméfenych dat, za
vybornou spolupréci pii sepisovani odbornych publikaci a pfi vyzkumné ¢innosti.

Ing. Evé Klapkové, Ph.D., mé kolegyni z Ustavu lékatské chemie a klinické biochemie 2. LF
UK a FN Motol, za trpélivou pomoc pii zavadéni HPLC metody pro stanoveni albuminurie
a za spolupraci pfi psani odbornych publikaci.

Ing. Marté Pechové, mé kolegyni z Ustavu lékaiské chemie a klinické biochemie 2. LF UK
a FN Motol, za pomoc pfi sbéru vzorkli a s metodou CMIA pro stanoveni NGAL.

Ing. Blance Jedlickové, mé kolegyni z Ustavu lékaiské chemie a klinické biochemie 2. LF UK
a FN Motol, za pomoc pfi vyhleddvani riznych analytickych tidajt.

Dalsim kolegiim z Ustavu lékafské chemie a klinické biochemie 2. LF UK a FN Motol,
predevsim pak vedouci laborantce useku HPLC metod Vaclavé Havrankové, za vytvoreni
piijemného pracovniho prostiedi.

Prof. MUDr. Tomasi Seemanovi, CSc. a Doc. MUDr. Kvété Blahové, CSc. z Pediatrické
kliniky 2. LF UK a FN Motol za vynikajici spolupraci pii vyzkumu u détskych pacient
a sepisovani odbornych ¢lank.

MUDr. Janu Lejskovi (v soucasné dobé fediteli Zdravotnické zadchranné sluzby Libereckého
kraje) diive z Kliniky anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny 2. LF UK a FN Motol
za spolupréci pii vyzkumu u dospélych pacientli po kardiochirurgickych vykonech.

MUDr. Davidu Zeménkovi, Ph.D. a MUDr. Milanu Oravcovi z Kardiologické kliniky 2. LF
UK a FN Motol za spolupraci ptfi vyzkumu u dospé€lych pacientli po angiografiich.

Prof. MUDr. Sylvii Dusilové Sulkové, DrSc. za objeveni kouzla oboru nefrologie a zaliby ve
védecké ¢innosti a za rozsahlou a velmi zajimavou spolupraci v minulosti.

Jeden z mych nejvétSich dikii patfi moji mamince a mému synovi Vojtiskovi, bez jejichz
podpory, pochopeni a obrovské pomoci bych se neobesla a tato prace by nevznikla. Rada
bych podé€kovala i zbytku rodiny; hlavné mému tatovi, jenz tady bohuzel uz byt nemuze.
Vzdy mi véfil a podporoval mé a za to mu jsem a cely Zivot budu nesmirné vdécna.



OBSAH

SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU ..., 9
Lo UVOD. .o 1
1.1. Poskozeni funkce ledvin, terminologie....................................cooeen 11
1.2. Chronické onemocnéni ledvin............................... 11
1.2.1. VySetieni glomerularni filtrace........................ i 13
1.2.1.1. Metody méreni glomerularni filtrace se sbérem moci................................. 14
1.2.1.1.1. Renélni clearance endogenniho kreatininu..................cooviiiiiiiiiiiiiiiiinenn.n, 14
1.2.1.1.2. Clearance INUINU. .......o.uintii e e eaaes 15
1.2.1.2. Metody méreni glomerularni filtrace bez sbéru mo¢€i................................. 16
1.2.1.2.1. Vypoctové metody odhadu glomerularni filtrace ze sérového kreatininu............ 16
1.2.1.2.1.1. Odhad clearance kreatininu podle Cockcrofta a Gaulta.....................cccoeeunnne. 16
1.2.1.2.1.2. Odhad glomerularni filtrace pomoci rovnic MDRD a CKD-EPI.................... 16
1.2.1.2.1.3. Odhad glomerularni filtrace pomoci rovnice Lund-Malmo........................... 17
1.2.1.2.1.4. Odhad glomerularni filtrace pomoci kvadratické rovnice Mayo Clinic............ 19
1.2.1.2.1.5. Odhad glomerularni filtrace u déti a mladistvych......................ooiinn. 19
1.2.1.2.1.6. Odhad glomeruléarni filtrace u populace celého vékového spektra.................. 19
1.2.1.2.2. Vypoctové metody odhadu glomerularni filtrace ze sérového cystatinu C........... 20
1.2.1.2.3. Odhad glomerularni filtrace ze sérového kreatininu a cystatinu C..................... 22
1.2.1.2.3.1. Odhad glomerularni filtrace u populace ve v€ku 70 let a vice........................ 22
1.2.1.2.4. 1zotopové metody vySetieni glomerularni filtrace..................oooiiiiiiii. . 23
1.2.1.2.5. Plazmaticka clearance iohexolu................oooi 24
1.2.2. VySetfovani proteinurie................c..oo i 24
1.2.2.1. Klasifikace zvySeného vylucovani bilkovin do mo€i...............oooiiiiiiiiiiiin, 24
1.2.2.2. Stanoveni celkovych proteinti a PCR............oooiiiiiiii e, 26
1.2.2.3. Stanoveni albuminu a ACR....... ..o i 27
1.3. Akutni poSkozeni ledvin...............ccccccoooiiiiiiiiie e 30
1.3.1. Markery akutniho poSkozeniledvin............................ 34
L B R 1 51 (O 34
1.3.1.2. N-acetyl-B-D-glukOézaminiddza. ... 35
1.3.1.3. Kidney injury molecule-1.........cooiiiiiiii e e eeeee s 36



1.3.1.4. Interleukin-18. . ... 38
1.3.1.5. Liver-type fatty acid-binding protein a heart-type fatty acid-binding protein...........41
1.3.1.6. Neutrofilni s gelatinazou asociovany lipokalin.................cooooiiiiiiiiiiiiinn, 45

1.3.1.7. Korekce mocovych markert akutniho poskozeni ledvin na mocovy kreatinin.........51

1.3.1.8. Soucasna doporuceni pro vysetifovani markert akutniho poskozeni ledvin............ 53
2. CILE PRACE ...........cooooiiiiiiiiioiieiieee 54
3. METODY ... 55

3.1. Stanoveni albuminurie HPLC a sledovani vztahu k diagno6ze diabetes mellitus......55

3.1.1. HPLC metoda pro stanoveni albuminurie a testovani hypotézy o interferujicich

PIrOtEINECH. ... 55
3.1.1.1. HPLC S@Stava @ T@aZEICIC. .. v v utenttent et eetente et enteete et eete et eeeaneeneennaaneanees 55
3.1.1.2. Vyvoj a validace HPLC metody a testovani interferenci....................coooiienin. 55
3.1.2. Imunoturbidimetrickd metoda pro stanoveni albuminurie......................ccoeiinennn.. 66
3.1.3. Testovani hypotézy o existenci imunonereaktivniho albuminu............................. 66
3.1.4. Testovani stability albuminu metodou HPLC.................ccooiiiiiiiiii 66

3.1.5. Porovnani HPLC a imunoturbidimetricky stanovené albuminurie v pacientskych

vzorcich a sledovani vztahu k diagndze diabetes mellitus.....................ccn. 66
3.1.6. Stanoveni Kreatininu v MOCT. .......o.viuiitiitiit it 67
3.1.7. Stanoveni glykovaného hemoglobinu v krvi.............oooooiiiii 68
3.1.8. Statistick€ ZPraCOVANT. ... .....ouiitiit i 69
3.2. Stanoveni moc¢ového NGAL u déti po transplantaci ledviny.............................. 69
3.2.1. SOUDOT PACTENLTL. ...ttt ettt et e et et e e e e e e e e et e e e e e e 69
3.2.2. Stanoveni NGAL v MOCI. ....oouiuiiiiii i 70
3.2.3. Stanoveni s€roveho Kreatininu. ...........o.oiiiiiiiiii e 70
3.2.4. Stanoveni sérového ,,high senzitivity* C-reaktivniho proteinu............................. 71
3.1.5. StatiStick€ ZPraCoOVANT. .....ooutii i e 71

3.3. Stanoveni mo¢ového NGAL u déti s akutnim nebo s chronickym onemocnénim

JeAVIN. ..o 72
3.3.1. SOUDOT PACIENTT. .. e ettt ettt ettt et et e e 72
3.3.2. Stanoveni NGAL vV IMOCT. .. .ouiniiiitii e 72
3.3.3. Stanoveni Kreatininu v mMOCI. ........ouiitiiiii e 72



3.3.4. StatiStiCKE ZPTraCOVANT. .. ..ottt e e e et e e e e ae s 72
3.4. Stanoveni moc¢ového NGAL u dospélych pacientii po kardiochirurgickych

VYKOMECR. ... 73
R T 3 10 Lo 1o o 163 1<) L1 D 73
3.4.2. Stanoveni NGAL V IMOCT.....iuriii it et e e e ae e 73
3.4.3. Stanoveni kreatininu v SEru @ V IMOCT. .....vueunitiieii e e e 73
3.4.4. Statistick€ ZPraCoOVANL. ... .. c.oititi i e 73
3.5. Stanoveni markeri poskozeni ledvin u dospélych pacienti po angiografii............ 74
R T 10 010 o ¥ 163 1<) 111 B 74
3.5.2. Stanoveni kreatininu v SEru @ V MOCI. .....vuevtititii it 74
3.5.3. Stanoveni CyStatinu € V SETU. ... .iiuientitt ittt et ettt eeeie e e e e aaeeeeaanns 75
3.5.4. Stanoveni NGAL V IMOCT. ... .iunuiiiti it e 75
3.5.5. Stanoveni NAG V IMOCT. .. ..iuuiiittiit ittt et e e e e e e e aee e e e aeas 75
3.5.6. Stanoveni albuminu v mo¢i imunoturbidimetricky a HPLC................................ 76
3.5.7. Stanoveni a-1-mikroglobulinu v moCi..........ooeviiiiiiiiiiiii e 76
3.5.8. Statistick€ ZpracoVANI. ... ..ot 76
4. VYSLEDKY ..o 77
4.1. Stanoveni albuminurie HPLC a sledovani vztahu k diagno6ze diabetes mellitus......77
4.1.1. Stanoveni albuminurie HPLC v ndhodné vybranych vzorcich pacientskych moci...... 77
4.1.2. Testovani hypotézy o existenci imunonereaktivniho albuminu............................. 78

4.1.3. Porovnani HPLC a imunoturbidimetricky stanovené albuminurie v pacientskych

vzorcich a sledovani vztahu k diagnéze diabetes mellitus..................oooiiiiii.n. 80
4.2. Stanoveni mo¢ového NGAL u déti po transplantaci ledviny.............................. 86
4.2.1. Stanoventi pti¢iny AKI, vysledky rendlnich biopsii.............cooooiiiiiiiit. 86
4.2.2. Mocové koncentrace NGAL a ostatni biochemické nélezy......................cooinn. 86

4.3. Stanoveni moc¢ového NGAL u déti s akutnim nebo s chronickym onemocnénim

LedVIN. ... 87
4.4. Stanoveni moc¢ového NGAL u dospélych pacientii po kardiochirurgickych

VYKOMECR. ... e 92
4.4.1. Pooperacni renalni a obéhové komplikace, rozdéleni souboru pacientd.................. 92
4.2.2. B1ochemick€ NAICZY . .......ooniiiii e e 92



4.5. Stanoveni markeri poskozeni ledvin u dospélych pacienti po angiografii............ 96

4.5.1. Rozdéleni SoubOrU PACIENtL. .. ..uuutteet ettt ettt et et et erer e 96
4.5.2. BIoChemicCKe NAICZY. ... ..ottt 96
S.DISKUZE. ... 104
5.1. Stanoveni albuminurie HPLC a sledovani vztahu k diagnéze diabetes mellitus.......... 104
5.2. Stanoveni mo¢ového NGAL u déti po transplantaci ledviny...............cccceeeieiennnn 109

5.3. Stanoveni mocového NGAL u déti s akutnim nebo s chronickym onemocnénim

5.4. Stanoveni moc¢ového NGAL u dospélych pacientl po kardiochirurgickych
VYKONECH. .o e 115

5.5. Stanoveni markerd poskozeni ledvin u dospélych pacientii po angiografii.................119

6. ZAVER ... e 126
T SOUHRN . ... 127

SUMMARY ..., 128
8. LITERATURA . ... 129
9. SEZNAM OBRAZKU A TABULEK ....................ccccoiiieiii. 151
10. SEZNAM PUBLIKACT ..., 153



SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

SICr-EDTA: etylendiamintetraoctova kyselina

9mTc-DTPA: dietylentriaminpentaoctova kyselina

ACR: albumin/creatinine ratio (pomér mocovy albumin/mocovy kreatinin)

AKI: acute kidney injury (akutni poskozeni ledvin)

Alpha GST: alpha-glutathione S-transferase

ANOVA: analysis of variance (analyza rozptylu)

APACHE skore: acute physiology and chronic health evaluation score

ASL: akutni selhani ledvin

AU: albuminurie

AUC: area under the curve (plocha pod ktivkou)

AUROC: area under the receiver operating characteristic curve (plocha pod ROC kiivkou)
BIS: the Berlin initiative study

BMI: body mass index

CAPA: Caucasian, Asian, Pediatric and Adult cohorts

CIN: contrast-medium induced nephropathy (kontrastni latkou indukovana nefropatie)
CKD: chronic kidney disease (chronické onemocnéni ledvin)

CKD-EPI: Chronic Kidney Disease-Epidemiology

Ci: clearance sérového kreatininu

CMIA: chemiluminescent microparticle immunoassay technology

CRP: C reaktivni protein

eGF: estimated glomerular filtration (odhadnut4 glomerularni filtrace)

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

ERA-EDTA: European Renal Association — European Dialysis and Transplant Association
FAS: the full age spectrum

G-CSF: granulocyte colony stimulating factor (granulocytarni kolonie stimulujici faktor)
GF: glomerularni filtrace

H-FABP: heart-type fatty acid-binding protein (kardidlni protein vazajici mastné kyseliny)
HGF: hepatocyte growth factor (hepatocytarni ristovy faktor)

HIV: human immunodeficiency virus (virus lidské imunitni nedostate¢nosti)

HPLC: high-performance liquid chromatography (vysokot¢inna kapalinova chromatografie)
HUS: hemolyticko-uremicky syndrom

CHRI: chronicka rendlni insuficience

CHSL: chronické selhani ledvin

IFCC: International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine



IGF-1: insulin-like growth factor 1 (inzulinu podobny ristovy faktor 1)

IGFBP-7: insulin-like growth factor-binding protein-7 (vazebny protein pro inzulinu podobny
rastovy faktor 7)

IL-17: interleukin 17

IL-18: interleukin 18

IL-1-B: interleukin 1 beta

IL-6: interleukin 6

IT: imunoturbidimetrie

KDIGO: Kidney Disease: Improving Global Outcomes

KIM-1: kidney injury molecule-1 (molekula poSkozeni ledvin-1)

KL: kontrastni latka

LCFAs: long-chain fatty acids (mastné kyseliny s dlouhym fetézcem)

LC-MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry (tandemova kapalinova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii)

L-FABP: liver-type fatty acid-binding protein (jaterni protein vazajici mastné kyseliny)
LMR rovnice: revidovana rovnice Lund-Malméo

MDRD: Modification of Diet in Renal Disease

MMP-9: matrixova metaloproteinaza 9

mRNA: messengerova ribonukleova kyselina

NAG: N-acetyl-B-D-gluk6zaminidaza

NF-kB: nuklearni faktor kappa B

NGAL: neutrofilni s gelatindzou asociovany lipokalin

PCI: perkutanni koronarni intervence

PCR: protein/creatinine ratio (pomér mocovy protein/mocovy kreatinin)

Pii GST: glutathione S-transferase pi

Pi:: koncentrace kreatininu v plazmé

RIA: radioimunoanalyza

RIFLE klasifikace: Risk—Injury—Failure—Loss—End-stage kidney disease klasifikace
Seyst, S-cystatin C: koncentrace cystatinu C v séru

Skr, S-kreat: koncentrace kreatininu v séru

TGF-a: transforming growth factor-alfa (transformujici ristovy faktor-alfa)
TIMP-2: tissue inhibitor of metalloproteinase 2

Ukr, U-kreat: koncentrace kreatininu v moci

Una: koncentrace natria v moci

V: objem

YKL-40: 40 kDa heparin and chitin-binding glycoprotein
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1. UVOD

1.1. PoSkozeni funkce ledvin, terminologie

Snizeni glomerularni filtrace (GF) do pfiblizné 50 % fyziologické hodnoty
(v nékterych ptipadech az do 75 %) nevede ke zménam ve slozeni vnitiniho prostiedi, nebo
jen ke zménam kratkodobym pii vysokych narocich na organizmus. K vzestupu koncentrace
sérového kreatininu dochazi az pti poklesu glomeruléarni filtrace zhruba na 50 % fyziologické
hodnoty. Stadium poklesu glomerularni filtrace bez vzestupu koncentrace sérového kreatininu
se nazyva snizeni funkce ledvin nebo mirna renalni insuficience (Teplan V., 2003).

Selhani funkce ledvin (rendlni insuficience) je charakterizovano stavem, kdy ledviny
nejsou schopny vylucovat dusikaté katabolity, vodu a elektrolyty ani za bazélnich podminek.
Nasledkem toho dochdzi k poruse homeostdzy v lidském organizmu, snizenim mnozstvi
vznikajici moci dojde k zadrzovani vody a vzniku otokti. Hromadici se odpadni latky
mohou toxicky ptsobit na ostatni organy v téle a zptisobovat tak dal$i komplikace. Pii selhani
ledvin je poruSena také acidobazicka rovnovéha, syntéza (erytropoetin, kalcitriol, renin,
rendlni prostaglandiny) i degradace hormoni (inzulin, glukagon, kalcitonin, parathormon)
a metabolitd (glukoneogeneze, interkonverze aminokyselin; Teplan V., 2006).

Termin kone¢né selhani funkce ledvin (anglicky end-stage renal disease, ESRD)
popisuje ptipady, kdy udrzeni homeostazy celého organizmu neni mozné bez nadhrady funkce
ledvin (hemodialyza, peritonealni dialyza, transplantace; Viklicky O., 2006).

Selhani ledvin se miZe vyvinout nahle u ¢loveka, jehoZ funkce ledvin byla pfedtim
normalni, tento stav oznaCujeme jako akutni selhani ledvin (ASL). Vzhledem k moZnosti
presnéjSiho urceni Casnych fazi poskozeni ledvin ischemického ¢i toxického pivodu
v soucasné dob& oznaceni akutni selhani ledvin nahrazujeme terminem akutni poskozeni
ledvin (z angl. ,,acute kidney injury*, AKI). Selhani ledvin, které je disledkem chronického
rendlniho onemocnéni, kdy dochéazelo k postupnému poklesu rendlnich funkci, oznacujeme
jako chronické selhani ledvin (CHSL), chronickd rendlni insuficience (CHRI) nebo,
v soucasné dobé& nejCastéji pouzivany pojem, chronické onemocnéni ledvin (z angl. ,,chronic

kidney disease®, CKD; Viklicky O., 2006; Teplan V. a Trbusek J., 2010).

1.2. Chronické onemocnéni ledvin
Chronické onemocnéni ledvin (CKD) je definovéno jako funkéni nebo strukturdlni
abnormalita ledvin, kterd trva déle neZ 3 mésice a méa dopad na zdravi nositele. Kritéria pro

CKD (jakékoliv z nésledujicich ptitomné déle neZ 3 mésice; Zima T. et al., 2014):
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pritomnost poSkozeni ledvin nebo

pokles funkce ledvin (pod 1,0 ml/s/1,73 m?).

Ukazatele poskozeni ledvin jsou:

Albuminurie > 30 mg/24 hodin nebo pomér albumin/kreatinin > 3,0 mg/mmol;

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

Nélez ukazujici na rendlni tubularni poruchy = elektrolytové a jiné poruchy vnitiniho
prostiedi zplisobené tubuldrnimi poruchami (napf. rendlni tubuldrni acidéza, renalni
tubularni proteinurie);

Histologicky nélez pfti biopsii,

Nélez zjistény zobrazovacimi metodami (napf. polycystické ledviny, hydronefroza
zpusobena obstrukci);

Anamnéza transplantace ledvin.

Pacient s CKD by mél byt klasifikovan podle:

Priciny (napf. diabetick¢é CKD, CKD zptsobené amyloid6zou);
Kategorie podle glomerulérni filtrace (G1, G2, G3a, G3b, G4, GS5; tab. 1);
Kategorie podle albuminurie (A1, A2, A3; tab. 2).

Kategorie Glomerularni filtrace [ml/s/1,73 m?]
G1 > 1,50

G2 1,0 az 1,49

G3a 0,75 az 0,99

G3b 0,5az 0,74

G4 0,25 az 0,49

G5 < 0,25 = selhani ledvin

Tab. 1. Kategorie CKD podle glomerularni filtrace (neni-li pfitomno poSkozeni ledvin,
kategorie G1 a G2 nesplnuji kritéria CKD; KDIGO 2012; Zima et al., 2014)

Kategorie Albuminurie ACR Proteinurie PCR
[mg/ 24 h] [mg/mmol] [mg/ 24 h] [mg/mmol]
Al <30 <3 <150 <15
A2 30 az 300 3 az 30 150 az 500 15 az 50
A3 > 300 > 30 > 500 > 50

Tab. 2. Kategorie CKD podle albuminurie a porovnani s proteinurii
ACR (albumin/creatinine ratio): pomér moc¢ovy albumin/mocovy kreatinin,

PCR (protein/creatinine ratio): pomér mocovy protein/mocovy kreatinin (KDIGO 2012;

ZimaT. et al., 2014)
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Riziko stoupéd kontinudln¢ s klesajici glomerularni filtraci a stoupajici albuminurii,
dilezité je brat v iivahu také pti¢inu CKD a event. dal$i komorbidity (Zima T. et al., 2014).
Ke vzniku a rozvoji CKD vedou nejcastéji diabetes mellitus 2. typu (cca 30 %, se vzrustajici
tendenci) a vaskuldrni pfiCiny (arteridlni hypertenze, arteriosklerdza, cca 22 %, opéct se
vzristajici tendenci). Onemocnéni glomeruld vedou k selhani ledvin cca ve 12 % piipada,
nasledovany jsou intersticidlnimi nefritidami cca v 8 % ptipadi. Raritnéjsi pti¢iny CKD jsou
dédicné nefropatie (zejména polycystické onemocnéni ledvin), diabetes mellitus 1. typu
a systétmova onemocnéni. V méné nez 10 % neni pficina CKD zjisténa. K postupnému
selhani ledvin dochazi béhem nékolika let az desetileti (Vachek J. et al., 2012).

Prevalence a incidence CKD se v populaci neustale zvySuje (coz souvisi predevsim
s narustem zminénych civiliza¢nich chorob), ¢asto se uziva terminu epidemie chronického
onemocnéni ledvin. Incidence CKD se v rozvinutych zemich zapadni Evropy odhaduje na
10/100 000 obyvatel ro¢né, prevalence CKD definovaného jako GFR <1 ml/s/1,73 m* je
okolo 12 %. Prudky nartst vyskytu CKD v populaci vede k zavaznym zdravotnim nasledkiim
pro jednotlivce, pricemz nejde pouze o progresi do koneéného stadia selhani ledvin, ale

pfedevsim o zvySeni kardiovaskularni morbidity a mortality (Zakiyanov O. et al., 2014).

1.2.1. VySetieni glomerularni filtrace

Glomerularni filtrace je (spolu s tubularni resorpci a sekreci) jednim ze zakladnich
mechanizmil slouZicich k udrzeni homeostdzy vnitiniho prostfedi. Faktory rozhodujici o
filtraci v glomerularnich kapilarach jsou: rozsah kapilarniho tecisté (velikost filtracni plochy),
permeabilita kapilar a gradienty hydrostatickych a onkotickych tlakt pfes kapilarni sténu.

Urceni GF je zakladnim postupem pro posouzeni funkce ledvin a soucasné je trvalym
problémem, kdy existuje fada postupli snazicich se optimalizovat odhad glomerulérni filtrace
(Teplan V. a Zima T., 2008). Navic, stejné jako kazdé fyziologické méteni, se i GF vyznacuje
vnitini biologickou variabilitou, jejiz pochopeni je zdsadni pro spravné hodnoceni zmén
souvisejicich s onemocnénim. Hodnoty biologického koeficientu variability GF pro
jednotlivce byly popsany v rozmezi 5 az 12 % (Lamb E. J. a Stevens P. E., 2014).

V soucasné dobé meéfime GF pomoci clearance endogenniho nebo exogenniho
markeru filtrace. VSechny metody pro zjiSténi clearance jsou slozité, hlavnim limitujicim
faktorem je spravny sbér moci. Proto je v klinické praxi GF nej¢astéji odhadovana z vice ¢i
méné komplikovanych rovnic (pocitame tzv. eGF, estimated glomerular filtration)
vychazejicich ze sérové koncentrace kreatininu, poptipadé sérové koncentrace cystatinu C

(Zima T. et al., 2014).
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1.2.1.1. Metody méreni glomerularni filtrace se shérem moci
1.2.1.1.1. Renalni clearance endogenniho kreatininu

Koncentrace sérového kreatininu (Sk) je samotnéd nepfesné prediktivni. Vyznamné je
jeji uziti ve vypoctovych vzorcich pro stanoveni clearance kreatininu (Cir) ¢i GF. Je ovlivnéna
mnozstvim svalové hmoty (rozdil hodnot u muzii, Zen a déti, ale téZ s ohledem na v¢k, kdyz
ve stari svalové hmoty ubyva) a pfijmem proteinti a aminokyselin (Zima T. et al., 2014).

Stanoveni kreatininu se provadi nejcastéji dvéma zdkladnimi metodami: 1. Jaffého
a 2. enzymovou metodou. Principem Jaffého metody je reakce kreatininu s kyselinou
pikrovou v alkalickém prostiedi za vzniku oranzového komplexu. S kyselinou pikrovou vSak
reaguje také glukdza, kyselina mocCova, askorbat, acetacetat, pyruvat a nékteré 1éky (napf.
financn€ nakladnéjsi. Referenéni metodou stanoveni kreatininu je plynova chromatografie
s izotopovou diluci a hmotnostni spektrometrii. Byly vytvofeny referencni materidly,
od kterych se odvozuji komercni soupravy pro stanoveni kreatininu, které maji eliminovat
nizkou specifi¢nost stanoveni (Zima T. et al., 2014).

Posouzeni GF na podklad€ Sk vychazi ze zjisténi, Ze mezi témito parametry existuje
vyznamna hyperbolicka zavislost. S klesajici GF stoupd Skr. Vzhledem k tomu, Ze zavislost je
hyperbolicka (nikoli linearni), je vzestup Sk pii poklesu GF z hodnot normalnich k hodnotdm
sttedné snizenym relativné maly, a proto i vyznamny pokles GF muze uniknout rozpoznani.
postizenim (Zima T. et al., 2014).

Zatimco hodnota interindividudlni variability Sk je velkd, malad intraindividualni
variabilita dovoluje uzit jeho stanoveni pii sledovani vyvoje onemoceéni v ¢ase. Hodnota S
neni dostatecné validni pro ur€eni GF, avSak slouzi k zdkladnimu nefrologickému vySetieni
a vysoké hodnoty spolurozhoduji o =zahajeni dialyzacni 1écby. Z hodnoty sérového
(a moc€ového) kreatininu vychazi 1 vypocet kreatininové clearance (Zima T. et al., 2014).

U zdravého dospélého Cloveéka clearance kreatininu jen lehce presahuje GF (o 10 az
20 %) v dusledku nevelké tubuldrni sekrece kreatininu v proximalnim tubulu. U jedincii
s chronickym rendlnim onemocnénim (CKD podle GF 4 az 5) se tubularni sekrece kreatininu
relativné zvySuje a v kone¢nych stadiich chronického selhani ledvin mize Cy: piesahovat GF
0 100 1 vice procent (Zima T. et al., 2014).

Rendlni clearance kreatininu se pocitd podle vzorce: Cir = (Uk.V)/ Skr, kde: U je
koncentrace kreatininu v moc¢i v pmol/l, V je objem moci vytvoieny za sledovanou ¢asovou

jednotku v ml/s a Sk je koncentrace kreatininu v krevnim séru v pumol/l. Hodnota Ck:

14



poskytuje lepsi predstavu o GF nez odhad na zakladé Sk, protoZe tato veli¢ina neni ovlivnéna
extrarenalnimi faktory ptsobicimi na hodnotu Sy Jde o extrarendlni vylu€ovani kreatininu
pfedevsim stfevem u jedinci v pokrocilejsim stadiu CKD, zmény distribu¢niho prostoru
kreatininu (zvlasté u jedinct s velkymi otoky), a zejména rozdily v objemu svalové hmoty,
event. 1 pfijmu masa. Produkce kreatininu zavisi téz na funkci jater. V jatrech je tvoien
kreatin, ktery je uvolnovan do cirkulace, vychytavan ve svalech, kde je neenzymaticky
pfeménén na kreatinin. Hodnoty Ck se pfepo¢itavaji na idealni t&lesny povrch 1,73 m?.

Pro vypocet Cik: je nutny presny sbér moci, coz mize byt v bézné denni praxi Casto
velkym problémem a chyby v netiplném sbéru moci znemoziuji posoudit Cy, spravné. To je
jednim z hlavnich diivodi, pro¢ fada klinik radéji voli odhad GF z vypocétovych vzorct,

v nichz figuruje sérovy (nikoliv v§ak mocovy) kreatinin (Zima T. et al., 2014).

1.2.1.1.2. Clearance inulinu

Posouzeni GF méfené na podkladé¢ clearance inulinu se stile povazuje za nejptresnéjsi
a referen¢ni metodu zjisténi glomerularni filtrace, pfestoze se pouziva zcela vzacné. Inulin je
fruktézovy polysacharid, ktery volné prochédzi glomerularni membranou a v tubulech neni ani
resorbovan ani secernovan. Jeho relativni molekulovd hmotnost se pohybuje okolo 5200, coz
odpovidéa 32 molekulam fruktézy. Nevyhodou inulinu je, Ze neni rozpustny ve studené vode¢,
coz komplikovalo jeho ptipravu k aplikaci. V souc¢asné dob¢ se pouziva polyfruktozan (coz je
rovnéz fruktézovy polymer), jehoz relativni molekulova hmotnost je o 1000 mensi nez
inulinu, je rozpustny ve vodé, coZz umoziuje jeho expedici v ampulich a snadnou aplikaci
narazové¢ a udrZzovaci davky (Schiick O. et al., 2006).

Me¢éfeni rendlni clearance inulinu je zaloZeno na principu pfesného méteni vylou¢eného
mnozstvi inulinu do mo¢i za Casovou jednotku za podminek stabilizované plazmatické
koncentrace. VyZaduje piesné a metodicky pomérné narocné laboratorni vySetfeni za
standardnich podminek hydratace. Hodnota GF je pocitdna podle standardniho clearancového
vzorce (Zima T. et al. 2014; Schiick O. et al., 2006).

Opét je vSak nutny presny sbér moci a prave proto se rozsifuje metoda, ktera spociva
pouze ve sledovani plazmatickych hladin inulinu a k vypoctu nevyzaduje znalost mo¢ového
vyluovani. Jestlize je béhem infuze pii vySetfeni plazmatickd hladina stabilizovdna (na
hodnoté¢ P), pak mizeme piedpokladat, ze mocové vylucovani (UV) je stejné velké, jako je
mozstvi inulinu dodavaného infuzi (linr) @ vypocet clearance miZe byt proveden na podkladé
vztahu: Ciy = Lin/P. Dojde-li k zakolisani P béhem vySetfovani, pocitdme clearanci podle

vzorce: Cin = celkové mnozstvi inulinu inundované béhem vysetfeni/AUC. AUC (area under
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the curve) znaci plochu vymezenou plazmatickymi koncentracemi a ¢asovou osou (Schiick O.

et al., 2006).

1.2.1.2. Metody méreni glomerularni filtrace bez sbéru moci
1.2.1.2.1. Vypoctové metody odhadu glomerularni filtrace ze sérového kreatininu

Cilem vSech vypoctovych vzorct je odhad glomerularni filtrace bez sbéru moci.
Hodnota odhadnuté glomerularni filtrace (eGF, estimated glomerular filtration) vSak podléha
stejnym analytickym (interference) a biologickym (neadekvatni svalova hmota, malnutrice,

jaterni postizeni) limitim jako stanoveni sérového kreatininu (Zima T. et al., 2014).

1.2.1.2.1.1. Odhad clearance kreatininu podle Cockcrofta a Gaulta

Hodnoty Ci: vypocitané podle vzorce, ktery vytvofili Cockcroft a Gault, koreluji
s hodnotami Cy, zméfenymi na podkladé piesného sbéru moci. Pti pfesném méteni hodnot GF
zvlasté u jedincti s vysokou télesnou hmotnosti a vysSich vékovych kategorii vSak byly
zaznamenany vetsi rozptyly hodnot. Proto je tento odhad jiz povazovan za obsolentni a nemé¢l

by se tudiz uzivat (Zima T. et al., 2009; Zima T. et al., 2014).

1.2.1.2.1.2. Odhad glomerularni filtrace pomoci rovnic MDRD a CKD-EPI

V poslednich letech se celosvétové nejvice doporucovalo pouzivat pro eGF metodu
vypracovanou na podkladé velké multicentrické studie, ktera sledovala vliv piijmu bilkovin
v potravé na rychlost progrese rendlnich onemocnéni. Tato studie se oznacuje MDRD
(Modification of Diet in Renal Disease). Na podklad¢ této studie, kterou vedl Levey a spol.,
byly krokovou multivariantni regresni analyzou odvozeny v roce 1999 tzv. MDRD rovnice.
Nejdiive byla vyvinuta rovnice se Sesti ¢leny, nasledné byla zjednoduSena na rovnici se
Ctyfmi Cleny a tato zjednoduSend verze byla doporu¢ovdna mezinarodné (tab. 3). V souvislosti
se zavadénim standardizované metody stanoveni kreatininu (kdy vysledky jsou metrologicky
navazné na mezindrodni standard) a pouZitim metody stanoveni ID-MS zroku 2005 je
v pfipad¢ stanoveni kreatininu standardizovanou metodou rovnice modifikovana (tab. 3).
MDRD studie vSak zahrnovala pouze pacienty s chronickym onemocnénim ledvin
a MDRD rovnice maji 1 dal§i nevyhody (napf. u vypoctenych hodnot vysSich nez
1,5 ml/s/1,73 m? se doporucuje uvadét hodnotu > 1,5 ml/s/1,73 m? vzhledem k nepfesnosti
rovnice v této oblasti; Zima T. et al., 2014).

Proto byla stejnymi autory snaha vytvofit rovnice nové, které budou pouzitelné i pro

zdravou populaci. Vysledkem byly rovnice piedstavené v roce 2009 timto sdruzenim pro
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epidemiologii chronického onemocnéni ledvin (Chronic Kidney Disease-Epidemiology,
CKD-EPI). Rovnice CKD-EPI jsou 4: pro muze a zeny, a vzdy pro dvé pasma sérové
koncentrace kreatininu (a podobné jsou 4 rovnice pro Cernou rasu) a byly odvozeny na
souboru 5504 pacienttli, intern¢ validovany na souboru 2750 pacientl a extern¢ na souboru
3896 pacientl. Poskytuji vysledky nejblizsi redlné GF a v soucasné dobé je doporucované
k odhadu GF pouzivat pravé tyto rovnice (tab. 4, Jabor A. et al., 2009; KDIGO, 2012;
Zima T. et al., 2014).

Je tfeba poznamenat, Zze oba vzorce byly vytvoieny pro populaci v USA, a Ze tedy
jednoduché pieneseni do jinych zemi s odliSnou populaci miize byt problematické (Viklicky
0., 2015). Koeficient pro ¢ernosské etnikum byl vytvofeny pro pouziti u Afroamericant, neni
pouzitelny u jinych populaci afrického piivodu. V Australasii, Evropé a Severni Americe se
rovnice CKD-EPIgreat 1épe osvédeuje pti vyssich hodnotach GF (> 1 ml/s/1,73 m?), zatimco
rovnice MDRD je vhodn&jsi pti hodnotach niz§ich nez 1 ml/s/1,73 m?. Zadna z rovnic neni
u asijské nebo africké populace tak presna jako u severoamerické nebo evropské populace

(Lamb E. J. a Stevens P. E., 2014).

Vzorec pro vypocet eGF [ml/s/1,73 m?]

547,1535 . Sy 1% vék 2% 0,742 (Zeny). 1,21 (Cernd populace)

515,3832 . (stand.Sk,) 1%* . vek 2% | 0,742 (Zeny). 1,21 (Eerna populace)

Tab. 3. Rovnice MDRD (1999) a jeji modifikace pro stanoveni kreatininu
standardizovanou metodou (2005) (ptejato z lit. Zima T. et al., 2014)

Skr [wmol/l] Vzorec pro vypocet eGF [ml/s/1,73 m?]
Feny <62 24 . (Sw/61,9)**°. 0,993 . 1,159 (Cernd populace)
> 62 2,4 . (Sk/61,9)12% 10,993 1,159 (&erna populace)
Muzi <80 2,35 . (Sw/79,6)"*!!. 0,993V . 1,159 (Cerna populace)
> 80 2,35 . (Sk/79,6)12% 0,993 1,159 (Eerna populace)

Tab. 4. Rovnice CKD-EPI z roku 2009 (piejato z lit. Zima T. et al., 2014)

1.2.1.2.1.3. Odhad glomerularni filtrace pomoci rovnice Lund-Malmo

Zcela novy ptistup zastavaji Skandinavci. Rovnice oznacovand jako Lund-Malmé byla
publikovana Bjorkem v roce 2007 (Bjork J. et al., 2007) a jeji pouziti pro détsky vék bylo
oveéfeno v roce 2008 (Nyman U. et al., 2008). Vroce 2011 byla rovnice Lund-Malmo
revidovana (Bjork J. et al., 2011). Obdobné jako originalni rovnice byla odvozena na Svédské

populaci (N = 850, vék 18 az 95 let) a vykazuje spravnéjsi vysledky nez rovnice ptivodni, a to
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predevsim v oblasti glomerularni filtrace > 1,5 ml/s/1,73 m?. Vysledky byly vztahovany
k métené GF pomoci plazmatické clearance iohexolu a porovnavany rovnicemi CKD-EPI
a MDRD. Autofi uzaviraji, ze rovnice Lund-Malmo jsou pro soucasnou Svédskou populaci
nejlepsi volbou pro odhad GF, nelze je vSak doporucit pro pouziti ve vSeobecné klinické
praxi, dokud nebudou validovéany téz u jinych populaci.

V rovnicich je zohlednéna plazmatickd koncentrace kreatininu, pohlavi a vék. Je
doporucovana téz korekce na ,,libovou* hmotu (lean body mass), kterd se uruje postupem
podle Jamese z télesné vysky (doporuceny interval 67 az 189 cm) a hmotnosti (doporuceny
interval 8 az 111 kg; Jabor A. et al., 2009; Jabor A., 2010).

V roce 2014 Nyman, Bjork a spolupracovnici publikovali vysledky své dalsi studie,
kterd porovnavala rovnice MDRD a CKD-EPI s revidovanou Lund-Malmé rovnici u 2847
dospelych Svédskych pacientl. Vysledky byly vztahovany k plazmatické clearance iohexolu
(mGF). Revidovanad rovnice Lund-Malmé vykazovala opét nejlep$i vSechny validaéni
parametry. MDRD a CKD-EPI nadhodnocovaly mGF u pacientti se snizenou funkci ledvin,
u mladych dospélych a u starSich osob. Vsechny tfi rovnice nadhodnocovaly mGFR
a vykazovaly nizkou spravnost u pacienti s BMI < 20 kg/m?, zfetelng&ji u muzi.

Nejrecentnéj$i Bjorkova studie (Bjork J. et al, 2018) srovnavd nékolik rovnic
k odhadu glomerularni filtrace u Evropant ve v€ku > 70 let: revidovanou Lund-Malmo
(LMR), BIS (the Berlin Initiative Study), FAS (the Full Age Spectrum) a CKD-EPI. Pravé
revidovana rovnice Lund-Malmo prokéazala nejlepsi vysledky. Tato rovnice byla testovana
1 na Korejské populaci (Ji M. et al., 2016), kdy byla porovnavana s rovnicemi MDRD
a CKD-EPI. LMR vykazovala obdobné vysledky jako MDRD; tyto dvé rovnice spolu velmi
vyznamné korelovaly. LMR (nikoliv MDRD) rovnice vSak vyznamné podhodnocovala eGF
u Korejské populace ve v€ku > 60 let.

Rovnice Lund-Malmé by mohly byt optimalni variantou pro odhad GF z fady divodi
— jsou odvozeny pro standardizované stanoveni kreatininu, je mozné je pouzit jak pro dospélé,
tak pro déti od 1 roku Zivota, dobte koreluji se standardni metodou méteni GF, pivodni verzi
lze pouzit v rozsahu kreatininu od 45 do 545 pumol/l, revidovanou jesté v SirSim (Jabor A.,
2010).

Vypocet odhadu GF podle rovnice Lund-Malmo by mohla byt alternativou pro dosud
pouzivané metody vypoctu eGF. Tato rovnice vSak byla vyvinuta pouze na Svédské populaci;
etnické rozdily by proto mohly odhad GF ovlivnit. V soucasné dob¢ je potvrzend platnost

1 u Evropské populace star§iho veéku (Bjork J. et al., 2018).
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1.2.1.2.1.4. Odhad glomerularni filtrace pomoci kvadratické rovnice Mayo Clinic
Rovnice byla vyvinuta na Mayo Clinic a publikovéana v roce 2004 (Rule A. D. et al.,
2004). Byla odvozena na pacientech s chronickym onemocnénim ledvin a na zdravych lidech.
Autofi uvadéji jako jednu z jejich vyhod, Zze dokéaze 1épe stanovit GF u lidi se zachovanou
renalni funkci (ve srovnani s MDRD rovnicemi). Tato rovnice vSak u nas nedoznala vétSiho

rozsifeni.

1.2.1.2.1.5. Odhad glomerularni filtrace u déti a mladistvych

Na zéakladé soudasnych poznatki Ceské pediatricka spoleénost, Ceska nefrologicka
spole¢nost a Ceské spoleénost klinické biochemie CLS JEP doporuéuji pro vypocet odhadu
glomerularni filtrace u déti a mladistvych do 18 let pouZivat rovnici podle Schwartze z roku
1987 a 2009: eGF = (F . vyska)/Skr [ml/s/1,73 m?], kde vyska je vyjadiena v cm, Sk

v umol/l a F je faktor dan nasledujici tabulkou :

Podminky Faktor F (stanoveni Skr Faktor F (stanoveni Skr
Jaffého metodou) enzymatickou metodou)
Vék do 1 roku 0,663 0,60
0,487 u predCasné narozenych
Divky, vék od 1 do 18 let 0,810 0,60
Chlapci, vék od 1 do 121et | 0,810 0,60
Chlapci, vék od 12 do 18 let | 0,959 0,60

Tab. 5. Faktor F Schwartzovy rovnice vychazejici ze sérového kreatininu stanoveného
Jaffého metodou a enzymaticky (pfejato z lit. Zima T. et al., 2014)

V roce 2012 bylo publikovéno, ze korekce Jaffého metody na celkovou bilkovinu
podava srovnatelné vysledky s enzymatickou metodou (Speeckaert M. M. et al., 2012).
V roce 2009 Schwartz a spolupracovnici vyvinuli novou rovnici pro détsky v€k zaloZenou na
vysce, sérovém kreatininu, cystatinu C, mocoving€ a pohlavi, ktera vSak do doporuceni nasich
odbornych spole¢nosti nebyla dosud zahrnuta (Schwartz G. J. et al., 2009).

Nékteré zemé (napf. skandindvské) k odhadu GF u déti pouZivaji rovnici Counahana
a Barratta (Counahan R. et al., 1976). Tato jednoducha rovnice je obdobou Schwartzovy

rovnice: eGF = (0,43. vyska)/Sk: [ml/s/1,73 m?].

1.2.1.2.1.6. Odhad glomerularni filtrace u populace celého vékového spektra
Vroce 2016 Pottel a spolupracovnici vyvinuli a validovali rovnici pro odhad
glomeruldrni filtrace, ktera muize byt pouzita v celém vékovém spektru (the Full Age
Spectrum equation, FAS): FAS (eGF) = 107,3/(S/Q) pro vék > 2 roky a < 40 let,
FAS (eGF) = 107,3/(Sk/Q) x 0,988 40 pro v&k >40 let.
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Rovnice je zaloZzena na normalizovaném sérovém kreatininu (Sk./Q), kde Q je median
sérového kreatininu ze zdravych populaci s ohledem na v€k a pohlavi. Koeficienty pro rovnici
zajistuji kontinuitu béhem ptechodu z pediatrického do mladSiho dospélého véku a ze
sttedniho do starSiho dospélého veéku. Do studie bylo zatazeno celkem 6870 osob bilé rasy
(zdravych a s rendlni insuficienci), z toho 735 déti ve veéku <18 let, 4371 dospélych ve véku
18 az 70 let a 1764 starSich dospélych ve véku > 70 let s namétenou hodnotou GF (clearance
inulinu, iohexolu, iothalamatu). FAS rovnice vykazovala mensi hodnotu bias a vyssi
spravnost u déti a dospivajicich (ve srovnani se Schwartzovym vzorcem) a u starSich
dospélych (ve srovnani s rovnici CKD-EPI), u dospélych mladsiho a stiedniho véku byly
valida¢ni parametry srovnatelné s rovnici CKD-EPIL. FAS rovnice tedy zajistuje kontinuitu
hodnot eGF v celém v€kovém spektru a prekondva problém nepiedvidatelnych zmén eGF
u pacientli, které by jinak nastaly v prelomovych vékovych obdobich (v 18 a 70 letech)

v disledku pouzivani riznych vékove specifickych rovnic (Pottel H. et al., 2016).

1.2.1.2.2. Vypo¢tové metody odhadu glomerularni filtrace ze sérového cystatinu C

Cystatin C je mikroprotein, ktery patii do velké rodiny inhibitorGi cysteinovych
proteaz. Je vytvafen vSemi jadernymi bunikami. Diky malé molekulové hmotnosti (13,5 kDa)
voln¢ prochazi glomerularni membranou a nasledné je zachycovan a metabolizovan
tubularnimi buiikkami, takze do peritubuldrni extracelularni tekutiny zadny cystatin C
nepiechazi. Vysledkem téchto procesi je, Ze o€iStovani extracelularni tekutiny od cystatinu C
je ptimo imérné glomerularni filtraci. Sérové koncentrace cystatinu C jsou v prib¢hu 24
hodin téméf konstantni. Cystatin C neni secernovdn tubularnimi bunkami, jeho ndlez
v definitivni mo¢i ukazuje na poSkozeni tubularnich bun¢k (Zima T. et al., 2014).

Rada praci nasvéd&uje tomu, Ze sérové koncentrace cystatinu C se zvy$uji pfi malém
poklesu glomerularni filtrace dfive nez sérové koncentrace kreatininu (v tzv. slepé oblasti pro
sérovy kreatinin), a proto je tato latka povazovana za citlivéj$i indikdtor mirného poklesu
glomerularni filtrace. P¥i vétsim poklesu GF (pod 0,7 ml/s/1,73 m?) nebyl prokdzan vyznamny
rozdil v senzitivité ve srovnani se sérovym kreatininem.

V minulosti byly doporuovany pro odhad GF ze sérového cystatinu C rovnice podle
Grubba: eGF = 1,4115 . Seys %% . F [ml/s/1,73 m?] v ptipadé imunoturbidimetrického
stanoveni a rovnice podle Leveyova: eGF = 1,278 . Seyst 1° . F [ml/s/1,73 m?] v piipadé
imunonefelometrického stanoveni (ve kterych F = 1,384 pro déti do 14 let, 1 pro muze
a 0,948 pro zeny, Scyst je vyjadien v jednotkdch mg/l). U pacientll s pokrocilym renalnim

selhanim, kde dochazi k poklesu GF pod 0,3 ml/s, se tyto rovnice nedaji pouzit.
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Podle poslednich doporudeni Ceské nefrologické spolecnosti a Ceské spolednosti
klinické biochemie by se pro odhad GF ze sérového cystatinu C u dospélych mély uzivat
rovnice CKD-EPI z roku 2012, cystatin C musi byt stanoven metodou metrologicky

navazanou na referencni material DA ERM 471/IFCC (tab. 6, Zima T. et al., 2014).

Scyst [mg/1] Vzorec pro vypoéet eGF [ml/s/1,73 m?|
<0,8 2,217 . (Seyst/0,8) % . 0.996"% . 0,932 (pro Zeny)
> 0,8 2,217 . (Seyst/0,8) 1328 1 0.996% . 0,932 (pro Zeny)

Tab. 6. Rovnice CKD-EPI (cystatin C) z roku 2012 (piejato z lit. Zima T. et al., 2014)

V roce 2014 Grubb a spolupracovnici vyvinuli jednoduchou rovnici pro odhad GF
z cystatinu C, obsahujici pouze 2 proménné (koncentraci cystatinu C a vék):
eGF = 130 . Seys 1% . v&k™®!7 7. Pro jeji optimalni diagnostickou Gi¢innost nejsou nutné
¢leny urcujici etnicitu a pohlavi (Grubb A. et al., 2014; rovnice je téz oznacovana jako CAPA
od ,,Caucasian, Asian, Pediatric and Adult cohorts®).

V pediatrii lze aplikovat tento vzorec: eGF = 70,69 . (Scyst)*?*!. Stanovenim cystatinu
C v krvi plodu lze posoudit funkci jeho ledvin, cystatin C totiz oproti kreatininu neprochazi
fetoplacentarni bariérou (krev plodu je mozno ziskat kordocentézou pii amnioskopii).
Vyhodou stanoveni cystatinu C u déti je nezavislost jeho hladiny na véku resp. télesné vysce,
coz je zasadni rozdil proti hladiné sérového kreatininu, ktera je u déti na télesné vysce
vyznamné zavisla (Zima T. et al., 2014).

Hodnota eGF vypoctend ze sérové koncentrace cystatinu C (eGFcys) ma vyssi
vypoveédni hodnotu nez samotna hodnota cystatinu C. Vysledky stanoveni cystatinu C v séru
a hodnoty eGFyst by se proto mély vydavat spole¢né (Zima T. et al., 2014).

Cystatin C by m¢l byt vyuzit zejména v nasledujicich situacich:

- U pacienti, ktefi ztratili svalovou hmotu (nemaji adekvatni svalovou hmotu vzhledem
ke svému vé€ku, pohlavi a rase), napt. pii dlouhodobé imobilizaci, svalové dystrofii,
malnutrici €1 ztrat€¢ vyznamné Casti koncetiny.

- K potvrzeni chronického onemocnéni ledvin: GF pod 1,0 ml/s/1,73 m? podle odhadu
ze sérového kreatininu, zejména nejsou-li pfitomné markery poskozeni ledvin.

- U stavli, kde koncentrace kreatininu v séru je vyznamné ovlivnéna (tc¢hotné,
generalizované otoky, malé déti, rychlé zmény stavu aj.).

Cystatin C je lepsi prediktor kardiovaskularnich pifihod a mortality nez kreatinin (Zima T. et

al., 2014; Zand F. et al., 2015).
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Koncentraci cystatinu C vyznamné ovlivituje fada dalSich faktort: zvySuje ji podévani
kortikoidni terapie, ke zvySeni dochdzi téZ u pacientd s nékterymi malignitami (napf.
s lymfoproliferativnimi procesy, progredujicim melanomem ¢i kolorektalnim karcinomem),
v septickém stavu ¢i s nekompenzovanou hypertyredzou, u pacienti s nekompenzovanou
hypotyre6zou dochazi naopak ke sniZzeni cystatinu C. Piesto je koncentrace sérového

cystatinu C povazovana za spolehlivéjsi parametr glomeruldrni filtrace nez koncentrace

sérového kreatininu (Zima T. et al., 2014).

1.2.1.2.3. Odhad glomerularni filtrace ze sérového kreatininu a cystatinu C
Soucasné¢ znamé rovnice odhadu glomerularni filtrace nejsou zdaleka optimalni

a zahrnuti cystatinu C do rovnic CKD-EPI vede ke zpiesnéni vypoctu (tab. 7):

Skr Secyst Vzorec pro vypolet eGF [ml/s/1,73 m?]
[umol/l] | [mg/1]

<62 <0,8 2,17.(Sk/61,9) %3 (Scyst/0,8)%37°.0,995"% 1,08 (Gerna populace)

<62 >0,8 2,17.(Sk/61,9) %3 (Scyst/0,8)%711.0,995"% 1,08 (Gerna populace)

Zeny > 62 <0,8 | 2,17.(Sk/61,9) %0 (S¢yt/0,8)%37°.0,995% 1,08 (Serna populace)
> 62 >0,8 2,17.(Sk/61,9)Y %01 (Scyt/0,8)%7"11.0,995"% 1,08 (¢erna populace)
<80 <0,8 2,25.(Skr/79,6) %277 (Scyst/0,8)%37°.0,995"% 1,08 (Gerna populace)

Musi <80 >0,8 | 2,25.(Sk/79,6) %27 (Scyst/0,8)%711.0,995% 1,08 (Sernd populace)

>80 | <0,8 | 2,25.(Sk/79,6) "% (Seys/0,8)7375.0,095" 1,08 (&erna populace)

>80 | >0,8 | 2,25.(Sk/79,6) %% (Scyst/0,8)%711.0,995% 1,08 (Eernd populace)

Tab. 7. Kombinovana rovnice CKD-EPI z roku 2012 (piejato z lit. Zima T. et al., 2014)

1.2.1.2.3.1. Odhad glomerularni filtrace u populace ve véku 70 let a vice

Rovnice CKD-EPIcear neni cilend na odhad glomerularni filtrace u star$i populace.
Rovnice doporucované ve Studii Berlinské iniciativy (The Berlin Initiative Study equations,
BIS lcreat odhadovand ze sérového kreatininu, BIS 2creatrcyst 0dhadovand ze sérového
kreatininu a cystatinu C) byly vyvinuté specidlné pro starSi dospélé. Do této studie
(Schaeftner E. S. et al., 2012) bylo zatazeno 610 osob ve véku 70 let a vice. Glomerularni
filtrace byla méfena pomoci plazmatické clearance iohexolu. Zrovnic pro odhad GF
vykazovala nejlepsi validacni parametry rovnice BIS 2creat+cyst, ndsledovand BIS 1¢rear (rovnice
byly srovnavany napf. srovnicemi CKD-EPI, Cockcroft-Gault). BIS rovnice potvrdily

vysokou prevalenci (téméf 50 %) osob ve véku 70 let a starsich s GF mensi 1 ml/s/1,73 m?.
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Pro odhad GF u osob ve v€ku 70 let a starSich s normalni nebo mirn€ az sttedné sniZzenou
funkci ledvin by méla byt pouzita rovnice BIS 2. Neni-li k dispozici vysetfeni sérového
cystatinu C, je pfijatelnou alternativou rovnice BIS 1.

Také revidovana rovnice Lund-Malmo (LMR; Nyman U. et al., 2014) a rovnice pro
celé vékové spektrum (the Full Age Spectrum equation, FAS, Pottel H. et al., 2016) prokazaly
slibné vysledky u starsi populace.

Cilem studie Bjorka a spolupracovnikli (Bjork J. et al., 2018) bylo ovétfeni rovnic
CKD-EPI, BIS, FAS a LMR ve velké multicentrické kohorté 3226 Evropant ve véku 70 let
a vice. Glomerularni filtrace byla méfena pomoci plazmatické clearance iohexolu (mGF;
median 44 ml/min/1,73 m? neboli 0,73 ml/s/1,73 m?). Validace rovnic se zamé&fovala na bias,
ptesnost a spravnost. Bias byl definovéan jako median jednotlivych rozdili mezi eGF a mGF,
ptesnost jako interkvartilové rozpéti a spravnost byla hodnocena jako hodnota P30, tj.
procento odhadii neliSicich se od mGF o vice nez 30 %. Aby byla eGF povaZovana za
,dostate¢nou pro spravné klinické rozhodovani®, mélo by byt alespon 75 % eGF v rozmezi do
30 % od mGF.

V ptipadé pouziti vSech ¢ty rovnic (odvozovanych pouze ze sérového kreatininu) bylo
dosazeno uspokojivych hodnot glomeruldrni filtrace (v porovnani s plazmatickou clearanci
iohexolu), nejlepsich vysledki pii pouziti rovnice LMRerear (a nasledovala FAScrear),
nejhorsich pii uziti CKD-EPIcreat. Neuspokojivé hodnoty P30 (<75 %) byly zaznamenany pro
vSechny rovnice pti mGF <0,5 ml/s/1,73 m? a pfi hodnotach BMI (body mass index) < 20
a > 35 kg/m?®. Pouziti rovnic LMRcreat @ FAScreat k odhadu glomerulédmni filtrace ze sérového
kreatininu je u Evropani ve véku 70 let a vice vyznamnou alternativou k rovnici
CKD-EPI¢reat.

Zahrnuti cystatinu C vedlo k vyznamnému zlepSeni odhadu glomerularni filtrace
vSemi ¢tyfmi rovnicemi (o P30 > 85 %), nejlepsi vysledky byly dosaZzeny opét pii vyuZiti

rovnice Lund-Malmo, konkrétné aritmetického priméru LMR a CAPA.

1.2.1.2.4. I1zotopové metody vySetieni glomerularni filtrace

Principem je intravendzni podani izotopem znacené latky pacientovi a sledovani
rychlosti poklesu jeji aktivity v plazmé, kterd je dana velikosti GF, resp. tubularni sekrece.
Pii dynamické scintigrafii je také moZnost posoudit odd€lené funkci pravé a levé ledviny.
Nejéastéji se pouzivaji: *™Tc-DTPA (dietylentriaminpentaoctova kyselina), >'Cr-EDTA
(etylendiamintetraoctova kyselina), '2°I-thalamat. V bézné klinické praxi vsak tyto metody

k odhadu glomerulérni filtrace uzivany nejsou (Zima T. et al., 2014).
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1.2.1.2.5. Plazmaticka clearance iohexolu

Dalsi moznosti odhadu GF je stanoveni plazmatické clearance iohexolu. Jde o jodovou
rentgen kontrastni latku, ktera je opét vyluCovand z organizmu pouze glomerularni filtraci.
Stanovuje se vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii nebo rentgenovou fluorescencni
spektroskopii. Bézné se toto stanoveni neprovadi z divodu ndkladnéjsiho technického
zafizeni. V soucasné dobé se o iohexolu dokonce hovofi jako o potencidlnim novém zlatém
standardu, ktery by mohl nahradit ,historicky* zlaty standard-inulin (Delanaye P. et al.,
2016).

1.2.2. VySetifovani proteinurie

Vysetieni mocovych bilkovin je jednim ze zakladnich vySetfeni v nefrologii.
Nezastupitelné misto ma jak v ¢asné diagnostice nemoci ledvin, tak v monitorovani jejich
aktivity, odpovédi na 1écbu a odhadu rizika vyvoje selhani ledvin i kardiovaskularniho rizika.

Soucasna diagnostika je zalozena predevSim na vySetieni celkové bilkoviny
a albuminu v moci, méné cCasto je vySetfovana mocovéa exkrece jednotlivych dalSich
mocovych proteind. VySetfeni odpadi proteint moci za 24 hodin zistdvd vyznamnym
zékladnim parametrem hodnoceni proteinurie, v posledni dobé se doporucuje stanovovat
pomér protein/kreatinin (protein creatinine ratio, PCR) nebo castéji albumin/kreatinin
(albumin creatinine ratio, ACR), a to pfedevSim v prvnim rannim vzorku moci vzhledem
téchto pomért eliminuje faktor nepfesného sbéru moci. Vysledky PCR a ACR je doporuceno
vyjadiovat v jednotkdch mg/mmol, g/mol, mg/g nebo pg/mg (Miller W. G. et al., 2009).
Pomér koncentrace albuminu a kreatininu v moc¢i nelze pouZit pii koncentraci kreatininu
v séru > 250 pmol/l (Tesat V. et al., 2010).

Pro vcéasné odhaleni pocinajiciho postizeni ledvin u diabetikii a hypertoniki ma
vyznam predevSim stanoveni albuminu. Pro diagnostiku tubuldrni a prerenalni proteinurie
musi byt v moci kvantitativné stanoven vhodny mikroprotein, nejlépe a-1-mikroglobulin nebo
cystatin C, nebo protein zplsobujici prerendlni proteinurii — myoglobin, hemoglobin, volné

lehké fetézce imunoglobulint (Zima T. et al., 2014).
1.2.2.1. Klasifikace zvySeného vylucovani bilkovin do moci

Vroce 1978 doporucili Robinson a Dennis jako diskrimina¢ni limit pro definici

patologické proteinurie exkreci 150 mg bilkovin denné. Nejde o referenéni hodnotu
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stanovenou standardnimi postupy IFCC, spisSe zkuSenostmi v klinické praxi podlozené
kritérium (Schiick O. et al., 2006). Podle velikosti ztrat bilkovin do moci se proteinurie deli
na malou (0,15 az 1,5 g/ 24 h), stfedni (1,5 az 3,5 g/ 24 h) a velkou (> 3,5 g/ 24 h; Zima T.
etal., 2014).

Z hlediska etiologie mizeme proteinurii délit do nékolika skupin:
1. Prerenalni proteinurie

Jeji ptic¢inou je vysokd koncentrace bilkovin o nizké molekulové hmotnosti v plazmé
(napt. lehké fetézce imunoglobulinli u nékterych monoklondlnich gamapatii, myoglobin
u rabdomyolyzy, hemoglobin u akutni hemolyzy, B-2-mikroglobulin u hematologickych
malignit, tkanové katabolity ¢i proteiny akutni faze u akutnich stavll), které jsou volné
filtrovany a po prekroceni kapacity tubularni resorpce vylu¢ovany do moce (Schiick O. et al.,
20006).

2. Glomerularni proteinurie

Muze byt zplusobena ztratou negativniho naboje glomerularni bazalni membrany,
disledkem je zejména albuminurie (jde tedy o tzv. selektivni proteinurii) nebo tézSim
poskozenim glomerularni membrany se vznikem rozséhlejSich defektti, kterymi prochdzeji
i proteiny s velkou molekulovou hmotnosti, napf. IgG (tzv. neselektivni proteinurie).
Selektivni proteinurie je typicka napf. pro tzv. nefroticky syndrom s minimalnimi zménami
glomerulli, pocinajici diabetickou neuropatii; neselektivni je obligatnim nélezem
u nemocnych pfi trvalém poklesu glomerularni filtrace pod 0,6 ml/s (u vSech chronicky
probihajicich  glomerulopatii, rozvinuté diabetické nefropatii, fokdln¢ segmentalni
glomerulosklerdzy a dalSich; Schiick O. et al., 2006; Zima T. et al., 2014).

Na néaboji a na velikosti zavisla filtrace plazmatickych bilkovin a jejich rozdilna
resorpce Vv tubulech zlstava stile uzitenym zakladem interpretace proteinurii, piestoZe
existuji studie, které tuto koncepci zpochybnuji. Napt. prokazuji, Ze prostorova distribuce
povrchovych naboji molekuly albuminu se pfi elektrostatické repulzi mtize uplatnit jen malo,
ze k odStépovani naboje dochazi jiz na Urovni glomeruldrnich kapilar a ve skutecnosti jsou
filtrovany molekuly bez naboje. Trojrozmérna sit’ kolagenu bazalni membrany ziejmé takeé
neni urcujici strukturou filtrace bilkovin podle jejich velikosti, podstatné vétsi vyznam mayji
ziejm¢ strukturni podocytarni proteiny (napf. nefrin) na Urovni interpedicelarni Stérbinové
membrany. Koncentrace plazmatickych bilkovin v ultrafiltratu je podle téchto studii podstatné
vys$i, nez bylo uvadéno a exkreci profiltrovanych bilkovin do mo¢i ovlivituje rozhodujicim

zpiisobem jejich resorpce v tubuldrnich bunikach (Schiick O. et al., 2006).
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3. Tubularni proteinurie

Vznikaji pfi absolutnim nebo relativnim sniZzeni tubuldrni resorpce volné
filtrovatelnych nizkomolekularnich bilkovin (napt. a-1-mikroglobulinu, B-2-mikroglobulinu).
Mize byt projevem tubulointersticidlni nefropatie (napf. pii pyelonefritid€), toxického
poskozeni tubulti (napf. gentamycinem, nesteroidnimi antirevmatiky, rtuti), ischemie,
metabolickych dysbalanci (napf. pii hypokalémii, hyperkalcémii, hyperurikémii) nebo
soucasti tzv. Fanconiho syndromu napf. u mnohocetného myelomu ¢i Wilsonovy choroby.
Miize vzniknout pii obstrukéni uropatii nebo pii piekroceni resorpcni kapacity tubularnich
bun¢k (Zima T. et al., 2014).
4. Postrenalni proteinurie

Je zptisobena sekreci bilkovin do moci ve vyvodnych mocovych cestach v disledku
zénétlivych, nadorovych a krvacivych onemocnéni. Typickd je pfitomnost IgM,
a-2-makroglobulinu, lipoproteind, fibrinogenu v moci, tj. bilkovin, které ani pii znacném
poskozeni glomeruldrni kapilary do ultrafiltratu neprochézeji (Schiick O. et al., 2006).
5. Funk¢ni proteinurie

Jednad se o prechodnou proteinurii, kterd se mize vyskytnout u osob se zdravymi
ledvinami, napf. pfi t€Z8i praci, pii cvieni nebo pfi emocnim stresu. Je nejspiSe
glomerularniho ptivodu a mechanizmus jejiho vzniku je pravdépodobné hemodynamicky,
podobn¢ jako v pfipadé tzv. ortostatické proteinurie, kterd je charakterizovana malou
proteinurii (do 1 g/24 h) vestoje a nezvySenou proteinurii vleZe. Ortostatickd proteinurie se

vyskytujeu 2 az 5 % mladych, jinak zdravych jedinci, ¢astéji muza (Zima T. et al., 2014).

1.2.2.2. Stanoveni celkovych proteini a PCR

Metody stanoveni celkového proteinu nejsou dostatecné standardizované. Neni
k dispozici mezindrodni referenni material. Vysledky méfeni jsou silné zavislé na sloZeni
vzorku. Turbidimetrické a fotometrické metody, obecné k stanoveni pouZivané, vykazuji
mnohem vyssi analytickou citlivost k albuminu, nez ke globulinim. Metody také postradaji
dostatenou preciznost v oblastech niz§ich koncentraci a vykazuji niz$i Groven
mezilaboratorni preciznosti v disledku diferenci vysledki mezi vyrobci testovacich souprav.
V indikovanych ptipadech (napiiklad u monoklondlnich gamapatii) je vSak zapotiebi

preferovat stanoveni PCR pfed ACR (Zima T. et al., 2014).
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1.2.2.3. Stanoveni albuminu a ACR

Dominantni roli v analyze proteinii u chronické rendlni choroby zaujima stanoveni
albuminurie (Redon J., 2006). Albumin v moci je citlivéjsim a specifictéjSim ukazatelem
zmén glomeruldrni permeability nez celkovy protein. Hodnoty albuminurie/24 h a ACR
stratifikuji populaci do tii kategorii podle stupné rendlni choroby (tab. 2). Albuminurie je
dosud povazovana za nejdulezitéjsi indikator rozvoje a progrese diabetické nefropatie, hraje
vyznamnou roli i v diagnostice dalSich nefropatii a srdec¢nich chorob (McQueen M. J. et al.,
2006; Greenland P. et al., 2010), predikuje rozvoj nefropatie u hypertonikii a souvisi se
zvySenim mortality obecné (Magliano D. J. et al.,, 2007). Je vyznamnym markerem
v patologickém t€hotenstvi a zvazuje se jeho vySetfovani téz v souvislosti s akutnim
poskozenim ledvin (Bolisetty S. a Agarwal A., 2011).

Pojmy ,,mikroalbuminurie” a ,,makroalbuminurie” se doporucuji piestat pouzivat,
jednak kvili zavadéjicim nazvim a jednak kvili tomu, Ze jakékoliv albuminurie predstavuje
riziko vzniku ptfedevsim kardiovaskularnich komplikaci (Miller W. G. et al., 2009; Miller W.
G. a Bruns D. E. 2009; KDIGO 2012).

Hodnoty albuminurie pfiblizné¢ do 8 mg/mmol kreatininu jsou popisovany za
reverzibilni, a proto vyzaduji maximalni Usili o kompenzaci pifipadného diabetu a kontrolu
krevniho tlaku (Monhart V., 2008). Snizeni albuminurie brani progresi diabetickych
a nékterych nediabetickych onemocnéni ledvin, je znamkou Gspé$ného 1éceni hypertenze.

Nalez albuminu v moc¢i byl dlouhou dobu vysvétlovan piedev§im poSkozenim
glomeruldrni membrany resp. ztratou jeji negativity pii  poSkozeni povrchovych
proteoglykanti (koncepce na naboji zavislé selektivni filtrace bilkovin). Jak jiz bylo zminéno
vyse, nékteré studie tuto koncepci zpochybmuji a uvadéji, Ze koncentrace plazmatickych
bilkovin v glomerularnim filtratu je aZ o dva tady vyS$$i, neZ bylo uvadéno, a exkreci
profiltrovanych bilkovin do moce vyznamné ovliviluje téz jejich resorpce v tubularnich
bunkach (Schiick O. et al., 2006).

Glomerularnimi kapilarami prochazi denné cca 37 000 g albuminu, z toho cca 1,3 g
(0,004 %) ptechazi do mocového prostoru. VétSinu molekul albuminu tedy nepropusti
filtracni glomeruldrni bariéra, avSak do glomerularniho filtratu pfechéazi jesté¢ vice nez 1 g
albuminu za den. VétSina molekul albuminu z filtrdtu se vdze na receptorovou molekulu
megalinu, ktera zprostiedkuje rychly transtubularni transport do extracelularni tekutiny.
Receptorova molekula cubulinu uskuteciiuje transport albuminu z ultrafiltratu do lyzosomi
(< 5 % zprofiltrovaného mnozstvi albuminu), kde dochdzi k jeho rychlé degradaci

s naslednou exkreci degradacnich produktii (o molekulové hmotnosti < 10 kDa) do moce
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(Russo L. M. et al., 2002; Russo L. M. et al., 2004; Schiick O. et al., 2006). V definitivni moci
fyziologicky nachdzime do 30 mg albuminu za den (tzn. cca do 2 % z profiltrované¢ho
albuminu) a albuminové fragmenty (které imunochemické metody nezachyti). To znamena,
ze podle téchto autort je ,,material odvozeny od albuminu® v definitivni moci tvofen z cca
30 % albuminem a cca ze 70 % albuminovymi fragmenty. Jiné prace uvadéji, ze definitivni
mo¢ obsahuje méné nez 1 % intaktniho albuminu a vice nez 99 % albuminovych fragmentt
(Babic N. et al., 2006; Hilliard L. M. et al., 2006).

Pfi hodnoceni albuminurie je nutné zohlednit situace spojené se zvySenym rizikem
nalezu bud’ falesn¢ pozitivniho (télesnd namaha, dehydratace, zvySeny pfijem bilkovin
v dieté, t€hotenstvi, hematurie, hore¢naty a jiny akutni stav, infekce mocovych cest, extrémné
alkalickd mo¢ s pH > 8) nebo falesn¢ negativniho (zvySeny piijem hypotonickych tekutin
spojeny se zvysSenou diurézou) a cirkadianni rytmy (ve dne je albuminurie cca o 25 % vyssi
nez v noci, rozdily mezi jednotlivymi dny mohou byt az 40 %). U diabetikli pravdépodobné
cirkadianni variabilita chybi (Friedecky B. et al., 20006).

Albuminurii  bézné¢  stanovujeme imunochemickymi metodami, nejcastéji
imunoturbidimetricky ¢i imunonefelometricky, méné casto metodami RIA ¢i ELISA. Dalsimi
moznostmi stanoveni jsou elektroforetické metody (v polyakryalmidovém gelu ¢i kapilarni)
nebo vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (Babic N. et al., 2006).

Piehledovy c¢lanek z roku 2011 (Speeckaert M. M. et al., 2011) navrhuje nasledovat
doporuceni ,,The National Kidney Disease Education Program — IFCC Working Group on
Standardization of Albumin in urine*: Albuminurii vySetfovat imunochemickymi metodami
uzivajicimi polyklondlni protilatky proti albuminu, protoze reaguji s mnoha formami
albuminu (v€etné modifikovanych). UZivani metod s monoklonalnimi prolatkami se uvadi
jako nevhodné.

V roce 2012 popsala pracovni skupina IFCC pro standardizaci albuminu v moci
soucasny stav referencniho systému (Lieske J. C. et al., 2013). Za referen¢ni metodu se
povazuje tandemova kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) po
ptedchozi tryptické digesci vzorku moci. Metoda byla vyvinuta na Mayo Clinic v USA.

V roce 2014 byla publikovana studie, kterd srovnava vysledky stanoveni albuminu
v mo¢i dosaZzené imunoanalytickymi metodami 17 hlavnich vyrobct s metodou LC-MS/MS
(Bachmann L. M. et al.,, 2014). Bylo vySetieno 332 vzorkli moci, Cerstvé vzorky byly
vySetieny imunochemicky, rozmrazené vzorky LC-MS/MS. Diference jsou vyznamné.
Jednotlivé imunochemické metody stanoveni albuminu v moci vykazuji hodnoty bias proti

referenéni LC-MS/MS metodé -35 az +34 % u vzorka s koncentracemi albuminu kolem
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15 mg/l. Pfi koncentracich albuminu >30 mg/l dosahovaly primérné diference 10 %,
s vys$Simi koncentracemi albuminu se diference snizuji. Pfi vypoctu ACR (Jacobson E. B. et
al., 2015) byly zjistény vzdy negativni hodnoty bias (-10 az -20 %).

Ukazuje se tedy potieba aplikovat u rutinnich metod jejich navaznost na referen¢ni
systém (Graziani M. S. a Plebani M., 2015; Friedecky B., 2015), aby byla diagnosticka
klasifikace co nejméné zavisld na pouzité rutinni metod¢. Bez kalibra¢ni korekce rutinnich
metod na referencni mélo jen 10 % vzorki bias <15 %. Tento systém je jiz nckolik let
navrzen a verifikovan (referen¢ni materialy: 15 N-albumin, SRM 2925 NIST, ERM DA
470k/IFCC, SRM 3667 NIST, referencni metoda: ID-LC-MS/MS po tryptické digesci, vnitini
standard 15N albumin, verifikace bias SRM 2925 NIST human albumin, preciznost CV =
0,64,1 %, vytéznost 97-104 %, Lieske J. et al., 2013). Pfi méfenich v rutinnich laboratotich
ani pfi tvorbé doporuceni (KDIGO, 2012; Zima T. et al., 2014; American Diabetes
Association, 2013) vSak neni respektovan (Friedecky B., 2015).

Imunochemické metody stanoveni albuminu (imunoturbidimetrie/imunonefelometrie)
vykazuji mez detekce 2 az 10 mg/l (pro srovnani: mez detekce celkového proteinu v moci
pomoci stanoveni testovacimi prouzky je asi 150 mg/l). Pro rutinni méfeni albuminurie je
nejvhodnéjsi skladovani vzorkii pfed analyzou pfi teploté 2 az 8 °C a temperovani vzorki
pred méfenim na pokojovou teplotu k odstranéni ptipadnych precipitaci. Stabilita pii této
teplot¢ je minimalné 7 dni. Zamrazovani se nedoporucuje, protoze neni dostateéné
prostudovand piipadnd sorpce na stény odbérovych zkumavek ani jiné ovlivilyjici faktory
(Zima T. et al., 2014).

V minulosti byly imunochemické metody srovnavany hlavné s vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC). Bylo zjisténo, Ze HPLC (obdobné jako referencni
metoda LC-MS/MS) poskytuje pfedevsim v oblasti albuminurie kategorie A1 a A2 (dle tab.
2) vyznamné vysSi vysledky neZ imunochemické metody. Rozdil mezi metodami byl
vysvétlovan dvéma zcela odliSnymi zpisoby: 1) existenci imunonereaktivniho albuminu
v mo¢i, ktery imunochemickym metodam unika (Comper W. D. et al., 2003; Comper W. D. et
al., 2004; Osicka T. M. a Comper W. D., 2004), 2) nespecifi¢nosti HPLC metody (Sviridov
D. et al., 2006).

Neni piesné znamo, jaké déje zplsobi ztratu imunoreaktivity nékterych molekul
albuminu. Pfedev§im u diabetikii a hypertoniki pravdépodobné dochazi k nekompletnimu
zpracovani albuminu lyzosomalnimi enzymy v rendlnich tubuladrnich bunikach a k jeho
naslednym konformac¢nim zméndm. Vysledkem je vznik tzv. ,nicked albuminu®, ktery je

imunonereaktivni (Osicka T. M. et al., 2000; Burne M. J. et al., 1998; Russo L. M. et al.,
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2002, Peters T. Jr., 2004). Aktivitu lyzosomalnich proteolytickych enzymit potlacuje
transformujici rastovy faktor-B. Lokalni tvorbu tohoto prosklerotického cytokinu zvySuje
systém renin-angiotensin, ktery je aktivovan systémovymi faktory, napt. zménami glykémie
¢i krevniho tlaku (Hilliard L. M. et al., 2009; Russo L. M. et al., 2002; Speeckaert M. M. et
al., 2011). U diabetiki je také popisovano, ze ztratu imunoreaktivity albuminu miize zptsobit
navazani ne¢kterych ligandi, napi. glukézy ¢i mastnych kyselin (Osicka T. M. a Comper W.
D., 2004). Tyto modifikované formy albuminu (imunochemicky nereaktivni) jsou HPLC
detekovany ve stejném piku jako nemodifikovany (imunochemicky reaktivni) albumin
(Comper W. D. et al., 2004).

Potvrzeni hypotézy o existenci imunochemicky nereaktivniho albuminu by mélo
dopad 1 na klinickou praxi. V nékterych studiich se uvadi, ze HPLC umozni identifikovat
jedince s pfitomnou albuminurii o cca 2 az 4 roky dfive nez imunochemické metody.
Pozitivni bias HPLC stanovené albuminurie klesd se zvySujici se koncentraci albuminu
(Comper W. D. et al., 2003; Comper W. D. et al., 2004).
pfedevsim nespecifi¢nosti HPLC metody. Podle ni nejsou vyssi hodnoty albuminurie zji$téné
HPLC metodou zplsobeny imunochemicky nereaktivnim albuminem, ale spole¢nou eluci
nékterych proteinti ze separacni kolony s albuminem (udajné koeluuje napf. o-1-kysely
glykoprotein neboli orosomukoid, a-1-antitrypsin, o-1-antichymotrypsin, transferin,
hemopexin, prealbumin neboli transtyretin, a-2-HS glykoprotein, Ge-globulin). Tim by HPLC
poskytovala hodnoty falesné€ vyssi (Sviridov D. et al., 2006; Shaikh A. et al., 2008).

1.3. Akutni posSkozeni ledvin

Akutni poskozeni ledvin (acute kidney injury, AKI) je nahly, pfedevS§im v Casnych
stadiich reverzibilni pokles exkrecné-metabolické funkce ledvin, ktery je ve své t€z8i formé
spojen s vyraznym poklesem diurézy (oligoanuricka forma AKI). Neoligoanurick¢ AKI je
spojeno s tézkym poklesem rendlnich funkci, avSak pti zachované diuréze diky rezidualni
funkci v zachovalych okrscich renélni tkdné€ (Teplan V., 2006). Jedna se o rychle progredujici
onemocnéni, které nezavisle predpovidd morbiditu a mortalitu (Brivet F. G. et al., 1996;
Kaufman J. et al., 1991; Liano F. a Pascual J., 1996). 20 az 60 % pacientll s akutnim
poskozenim ledvin vyzaduje dialyzacni 1é€bu a umrtnost se podle statistiky ERA-EDTA
pohybuje od 8 % do 50 az 80 % v piipadé¢ multiorgdnového postizeni (Chertow G. M. et al.,

2005; Chertow G. M. et al., 2006; Van Biesen W. et al., 2006).
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AKI je castou komplikaci u ambulantnich a hospitalizovanych pacienti a jeho
incidence se v poslednich letech zvySuje, a to 1 u détskych pacientli. Incidence u novorozenct
v primysloveé rozvinutych zemich je cca 4/1000 zivé narozenych a 35/1000 novorozenct
piijatych na novorozeneckou jednotku intenzivni péce. Incidence poruch rendlnich funkci
u hospitalizovanych déti se pohybuje mezi 5 az 10 %. Incidence AKI u nehospitalizovanych
déti neni pfesné zndma, a proto se jen odhaduje na 10 az 15 déti/1 milion détské populace ve
veéku od 0 az 15 let (Zaoral T., 2016).

Incidence AKI u dospélych pacientti se v rozvinutych zemich pohybuje kolem 100 az
175 ptipadt /milion obyvatel (pii sérovém kreatininu >500 umol/l) ¢i dokonce 500 az 600
pfipadt /milion obyvatel (pfi sérovém kreatininu >300 umol/l). Vyskyt AKI
u hospitalizovanych nemocnych ¢ini 5 az 7 %, az u 20 % z nich se rozvine akutni selhani
ledvin. Incidence pooperacniho AKI mirné klesd, zatimco stoupaji pocty nemocnych s HIV,
AKI po transplantaci ¢i kardidlni resuscitaci. Multiorgdnové poskozeni, sepse a vk
predstavuji nejvyznamnéjsi rizikové faktory z hlediska ptezivani nemocnych (Teplan V.
a Trbusek J., 2010).

Na vzniku AKI se podileji ¢tyfi hlavni mechanizmy: 1. pokles pritoku krve kortikalni
vrstvou ledviny, 2. zména permeability glomerularni membrany, 3. tubulérni reflux filtratu a
4. tubularni obstrukce. Podle dnesnich nazori vSak neptsobi jediny osamoceny z uvedenych
Ciniteli, ale souhra vice prvkd. Kromé toho mohou v pribé¢hu AKI stat v poptedi rizné
patogenetické mechanizmy. Spoustééem selhani byva casto zména prokrveni ledvin z riznych
pfi¢in (Teplan V., 2006).

Prestoze je AKI vzdy zpisobeno poSkozenim rendlnim, z hlediska zakladni pticiny Ize
uzit zjednodusené déleni pti¢in AKI na:

- prerendlni, tzv. funkéni (snizeny efektivni intravaskularni volum, snizeny srdecni vyde;,
poruchy v intrarenalni hemodynamice);

- rendlni (primarni poSkozeni renalniho parenchymu, naptf. rychle progredujici
glomerulonefritida, akutni tubuldrni nekréza ischemické ¢i nefrotoxické etiologie, akutni
tubulointersticidlni nefritida polékova ¢i infek¢ni);

- postrendlni (urologické, pii obstrukci mocovych cest; Teplan V., 2006).

Akutni poskozeni ledvinné tkané se vyviji hodiny az dny a casnou diagnostikou
a ucinnou lé€bou mizeme tiZi poSkozeni vyznamné ovlivnit. Diagnéza akutniho poSkozeni
ledvin je vsoucasnosti zalozena zejména na parametrech souvisejicich se sérovym

kreatininem a diurézou (RIFLE klasifikace, AKI-stadia, tab. 8).

31



Pti zvazovani 1écby se musime nejdiive snazit odliSit prerendlni a postrenalni formy
AKI, nebot’ jejich zplsob 1écby se zasadné 1isi od 1écby primarni ledvinné etiologie. Navic se
pfi v€asné upravé zékladni prerendlni, resp. postrendlni pfiiny akutni selhani ledvin nemusi
vubec rozvinout ¢i probé¢hne v mnohem mirnéjsi forme. K odliSeni prerenalniho a renalniho
AKI lze krom¢ klinickych pfiznaki vyuzit i laboratornich moCovych a sérovych nalezl
(tab. 9).

Dulezité je téz odlisit AKI od akutné zhorSené chronické rendlni insuficience (CHRI).
U CHRI Ilaboratorn¢ nachdzime anémii a poruchy kalciofosfaitového metabolizmu

(hypokalcémii a hyperfosfatémii), napomocné byva i ultrazvukové vySetfeni ledvin.

RIFLE Skr [pmol/l], GF [ml/s] Diuréza [ml/kg/h] AKI - stadia
vzestup Sir 0 > 25 pmol/l L .
Riziko nebo o > 150 - 200 % (1,5-2x) | Ohgurie - diurcza <05 mbkg/h L stadium
(Risk) nebo pokles GF o0 > 25 % . . . . ’
o1 o . neoligoanurie — diuréza zachovana
v pribéhu 1 — 7 dni
. , . vzestup Sk 0> 200 — 300 % oligurie — diuréza < 0,5 ml/kg/h
Poskozeni ledvin RO .
(Injury) (2-3x) minimaln¢ 12 h II. stadium
Jury nebo pokles GF 0 > 50 % neoligoanurie — diuréza zachovéana
vzestup Sk 0> 300 % (>3x) oligurie — diuréza < 0,5 ml/kg/h delsi
Selhani ledvin ¢i S > 350 pmol/l pfi vzestupu | nez 24 h ¢i anurie min. 12 h .
. . . e e e II1. stadium
(Failure) 0 50 pmol/1 neoligoanurie — vyjimecné diuréza
nebo pokles GF 0 > 75 % zachovana
Ztrata funkce akutni selhani ledvin s afunkci

ledvin (Loss) delii ne 4 tydny anurie ¢i oligurie

Terminalni selhani
funkce (End-stage
kidney disease)

afunkce trvajici déle nez 3

< anurie ¢i oligurie
mésice

Tab. 8. Kritéria RIFLE a stadia akutniho poskozeni ledvin (AKI)
Skr: sérova koncentrace kreatininu, GF: glomerularni filtrace, pokles (vzestup) se tyka vzdy

zmény od vychozi hodnoty, tj. hodnoty GF ¢i S, pted ptihodou vedouci k poskozeni ledvin
(Teplan V. a Trbusek J., 2010; Zima T. et al., 2014)

Normalni hodnoty | Prerendlni formy AKI | Rendlni formy AKI

Specificka hmotnost moci 1015-1025 > 1020 ~ 1010 (izostenurie)

Osmolalita moti [mmol/kg H:0] | 400-600 > 400 < 400 (bliZi se
plazmatické)

Koncentrace sodiku v moc¢i, Una 15-40 <90 =30

[mmol/1]

Mocovy/plazmaticky kreatinin, 20-60 > 40 <20

Us/Pir

Frakeni exkrece Na [%] 1-3 <1 >3

Index ASL (Una X Pi/Ukr) 2-3 <1 >3

Clearance bezsolutové vody, Cio, , . , . .

V-Coun [ml/s] zaporné hodnoty zaporné hodnoty kladné hodnoty

Sérova koncentrace kreatininu *muzi:55-96 normalni ¢i lehce Vznamne zviiend

[umol/1] *7eny: 42-80 zvyiena Y Y

Sérova koncentrace urey *muzi 2,8-8,0 lehce zviiena VUznamne zvisena

[mmol/1] *seny: 2,0-6,7 Y Y Y

Tab. 9. Laboratorni nalezy pri diferencialni diagnoze prerenalni a renalni formy
akutniho poSkozeni ledvin, *normalni hodnoty u dospélych (upraveno podle Teplan V.,
2006)
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Prestoze je diagnéza AKI v soucasnosti zaloZzena zejména na parametrech
souvisejicich se sérovym kreatininem, kreatinin neni nejvhodnéj$i marker pro sledovani
akutnich zmén funkce ledvin. Koncentrace kreatininu muize kolisat v Sirokém rozmezi
v zavislosti na véku, pohlavi, svalové hmot¢, metabolizmu svalli, uzivanych lécich a na stavu
hydratace. Pfi akutnich zménach glomerularni filtrace neodrazi koncentrace kreatininu v séru
— az do dosazeni ustalen¢ho stavu — piesné funkci ledvin. Nartst kreatininu je pozorovan
obvykle nejdiive az za 24 az 72 hodin po zacatku poskozeni, kdy jiz 50 % funkce ledvin mtze
byt ztraceno (Teplan V. a Trbusek J., 2010).

Meéieni GF u nemocnych s AKI mtize byt obtizné a nepiesné, nebot’ se mohou rychle
ménit parametry vnitiniho prostiedi, hydratace a perfuze. Casto je nemozny piesny sbér mo¢i
¢i je pifitomna oligurie nebo dokonce anurie. VySetfeni pomoci kreatininové clearance se
provadi pii diuréze vétsi nez 500 ml/24 h, vypoctové vzorce lze uzit i bez ohledu na diurézu.
V posledni dobé se vénuje pozornost uziti cystatinu C, ktery je vhodné&jsi pfi rychlych
zménach slozeni télesnych tekutin (Zima T. et al., 2014).

Klasické biomarkery v moci, jako jsou valce a frakéni exkrece sodiku, nejsou
dostatecné citlivé a jsou také nespecifické pro ¢asné rozpoznani AKI (Teplan V. a Trbusek J.,
2010).

V poslednich letech probihd intenzivni vyzkum s cilem nalezeni snadno stanovitelného
markeru z krevniho odbéru nebo ze vzorku moci, ktery by umoznil ¢asnou diagnézu AKI
a byl by specificky vzhledem k rendlnim funkcim (Deravajan P., 2008; Waikar S. S. et al.,
2008; Honore P. M. et al., 2007). V experimentech jsou studovany desitky biomarkeri, za
nejperspektivnéj$i jsou povazovany: cystatin C, NAG (N-acetyl-B-D-gluk6zaminidaza),
KIM-1 (kidney injury molecule-1), IL-18 (interleukin-18), L-FABP (liver-type fatty acid-
binding protein) a piedev§im NGAL (neutrofilni s gelatindzou asociovany lipokalin),
ojedingle se vySetfuji napf. TIMP-2 (tissue inhibitor of metalloproteinase 2), IGFBP-7
(insulin-like growth factor-binding protein-7) YKL-40 (40 kDa heparin and chitin-binding
glycoprotein), calprotectin (S100A8/9), clusterin a dalsi. Lokalizaci v nefronu a diagnosticky

vyznam nékterych z nich znazorfiuje obrazek 1.
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MARKERY FILTRACE:

Kreatinin MARKERY POSKOZENI
Cystatin C REABSORPCE PROTEINU:
NAG
Cystatin C
/ Albumin
MARKERY POSKOZENI:
L-FABP \
KIM-1
Alpha GST MARKERY
Pii GST POSKOZENI:
IL-18 NGAL
Clusterin Clusterin
Cystatin C
Obr. 1. Biomarkery akutniho poskozeni ledvin, jejich lokalizace v nefronu

a diagnosticky vyznam (L-FABP: liver-type fatty acid-binding protein, KIM-1: kidney
injury molecule-1, Alpha GST: Alpha-glutathione S-transferase, Pii GST: glutathione S-
transferase pi, IL-18: interleukin-18, NGAL: neutrofilni s gelatinazou asociovany lipokalin,
NAG: N-acetyl-p-D-gluk6zaminidaza, upraveno podle Malyszko J. et al., 2015)

1.3.1. Markery akutniho poskozeni ledvin
1.3.1.1. Cystatin C

Jiz bylo zminéno (kapitola 1.2.1.2.2), Ze sérové koncentrace cystatinu C se zvySuji pii
malém poklesu glomerularni filtrace dfive neZ sérové koncentrace kreatininu. Studie z roku
2013 uzavira, Ze v podminkéch intenzivni péce 50 % zvySeni sérové koncentrace cystatinu C
ptedpovédélo rozvoj AKI o 1 az 2 dny dfive, nez doSlo k vzestupu sérové koncentrace
kreatininu (Murty M. S. N. et al., 2013). Jind studie vSak neprokazala vyssi spolehlivost
sérové koncentrace cystatinu C v ¢asné diagnostice AKI v porovnani se sérovou koncentraci
kreatininu, pomoci sérové koncentrace cystatinu C nebylo moZné predpovédét vysledny
klinicky stav (Berger-Rosenthal S. et al., 2004).

Zvazuje se zatazeni cystatinu C do sérového ,,AKI-panelu®, v prvni fad¢ se ale jedna
o citlivy ukazatel poklesu glomeruléarni filtrace, nikoli o ukazatel vlastniho poskozeni ledvin.
Vysledky by proto mély byt vydavany spole¢né s eGF odhadnutou ze sérové koncentrace
cystatinu C. Bylo zjiSténo, Ze eGF.yst u dospélych pacienti 1épe koresponduje s horSicim se
AKI nez GF odhadnutd z kreatininu (Murty M. S. N. et al., 2013; Séronie-Vivien S. et al.,
2008). Studie u kriticky nemocnych déti z r. 2013 vSak nepotvrdila lepsi prediktivni hodnotu
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sérového cystatinu C (ani z ni odhadnuté eGF) pro diagnostiku AKI ve srovnani se sérovym
kreatininem (resp. Schwartzovym vzorcem pro vypocet eGF ze sérového kreatininu; Hamed
H. M. et al., 2013).

Cystatin C vmo¢i je markerem poskozeni tubularnich bunék. Bylo zjisténo,
ze u pacientit s prokdzanym AKI jeho vylucovani do moce predpovidd nutnost zahajeni
nahrady funkce ledvin pfiblizn€ o den diive v porovnani se sérovym kreatininem. Mocovy
cystatin C byl shledan nezdvislym prediktorem 30denni mortality na jednotce intenzivni péce

(Nejat M. et al., 2010).

1.3.1.2. N-acetyl-B-D-gluk6zaminidaza

N-acetyl-B-D-gluk6zaminidaza (NAG) je enzym lyzosomii zodpovédny za degradaci
mukopolysacharidli a glykoproteinii. Nachézi se v lyzosomech renélnich tubularnich bunék,
dale napt. v akrosomech spermii, v ejakulatu, synovialni tekutin€, v moci, v amniové tekuting.
Jedna se o protein o molekulové hmotnosti 140—150 kDa, za normalnich okolnosti neprochazi
glomeruldrni membranou, do moce se za normalnich okolnosti dostdva v malém mnozstvi
jako vysledek exocytdozy a pinocytdzy epitelidlnich bunék ledvinovych tubuld. Za
patologickych okolnosti se do moce dostavd pii poruSe glomerularni membrany nebo
poskozeni bun€k rendlnich tubulti nebo pii kombinaci obou déji. Stanoveni v moci se vyuziva
pfi tubulopatiich (napf. po intoxikaci 1éky, tézkymi kovy), pii diabetu v ramci patrani po
diabetické nefropatii, pii rejekci ledviny. V disledku pisobeni nefrotoxickych latek (napf.
aminoglykosidi) na buiikky proximalniho tubulu dojde k jejich cytolyze a nasledné nekroze
a uvolnéni N-acetyl-B-D-gluk6zaminidazy z lyzosomi.

Bylo publikovano nékolik studii, které sledovaly mo€ové koncentrace NAG (vétSinou
spole¢né s dalsimi markery) u pacientli ohrozenych AKI. Napt. dvé studie zroku 2009
demonstruji, Ze koncentrace NAG, KIM-1, NGAL a IL-18 v mo¢i byly vyznamné zvySeny
v dob€ jesté normalnich hladin sérového kreatininu u dospélych pacientii podstupujicich
kardiochirurgicky vykon, nejdiive doSlo k vzestupu KIM-1. Zminéné biomarkery umozni
casngj$i detekci rozvoje postoperacniho AKI nez hladiny sérového kreatininu, doporucuje se
kombinace n€kolika biomarkert (Liangos O. et al., 2009; Han W. K. et al., 2009). Obdobn¢,
studie z roku 2012 sledovala mocové koncentrace NAG spolecné s mocovym L-FABP
u dospélych pacienti po kardiochirurgické operaci a poukazuje na vyznam téchto markeri
(opét predevsim jejich kombinace) v ¢asnéjsi detekci AKI. Mocovy L-FABP vykazoval vyssi
senzitivitu, NAG detekoval AKI s vyssi specificitou (Katagiri D. et al., 2012). Studie z roku
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2013 zjistila vyznamné zvySeni mocové NAG u pacienti, jez rozvinuli AKI po perkutanni
nefrolitotripsi (Jiang C. et al., 2013).

Zvyseni NAG v moci pii diabetes mellitus se jako ¢asna znamka tubulopatie objevuje
diive, nez je prokazatelnd porucha bazalni membrany glomeruli v obdobi negativni
albuminurie (profiltrovany albumin se diky zvySené reabsorpci v proximalnim tubulu do
moce nedostdva a v moci je tak pfitomna pouze NAG). V dal§im stadiu je ptekrocena
reabsorp¢ni kapacita tubull a objevuje se albuminurie (spolecné s NAG v moci) a pozdéji je
pritomnost NAG v moc¢i podminéna nejen destrukci tubularnich bunék, ale také poruchou

glomerularni bazalni membrany.

1.3.1.3. Kidney injury molecule-1

Molekula posSkozeni ledvin-1 (kidney injury molecule-1, KIM-1, zndma téz jako
TIM-1, T cell immunoglobulin and mucin containing molecule-1) byla poprvé popsana
Ichimurou v roce 1998 (Ischimura T. et al., 1998). Jedna se o transmembranovy glykoprotein
typu 1 o molekulové hmotnosti 104 kDa se dvéma extracelularnimi doménami (,,6-cysteine
immunoglobulin-like* a ,mucin-like O-glycosylated protein®), cytoplazmatickou
a transmembranovou doménou. Ve zdravych ledvinach je exprimovdn v minimalnim
mnozstvi, v moci se za fyziologickych okolnosti témét nevyskytuje (Brooks C. R. et al., 2015;
Huo W. etal., 2010).

V dediferencovanych buinikdach proximalniho tubulu po ischemickém nebo
nefrotoxickém posSkozeni, a také u chronickych onemocnéni ledvin a u akutni ¢i chronické
dysfunkce transplantované ledviny, dochdzi k jeho zvySené expresi a v moci lze nasledné
snadno detekovat jeho proteolyticky odStépenou extracelularni ¢ast o molekulové hmotnosti
80 az 90 kDa (Edelstein Ch. L., 2008; Huo W. et al., 2010; Malyszko J. et al., 2015).

V casné fazi plsobeni Skodlivého inzultu plsobi zvySena exprese KIM-1 jako

ochranny faktor tubuldarnich buné¢k — sniZzuje produkci prozanétlivych cytokinl, zvysuje

-----

Y L

al., 2015); zvazuje se jeho vyuziti jako biomarkeru ledvinného hojeni (Zhang P. L. et al.,
2008). Jeho chronicky zvySené vyjadifeni v bunkdch proximalniho tubulu plisobi naopak
Skodlivé; Huo W. et al., 2010).

Skodlivé ptisobeni KIM-1 popisuje i dalsi studie provadéna na mysich modelech, ktera
dosla k zavérim, ze KIM-1 zvySuje nefrotoxicitu cisplatiny. Protilatky proti KIM-1 potlacily

nefrotoxicitu cysplatiny (prostiednictvim T bunécné odpovédi). UzZivani KIM-1 inhibitor by
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se tak mohlo stat preventivnim opatfenim, které by mohlo zabranit rozvoji AKI u pacientt
uzivajicich cysplatinu (Notami Y. et al., 2011; Huo W. et al., 2010).

V prifezové studii bylo z bioptickych vzorkid ledvin zjisténo, ze v proximalnich
tubulech ledvin u pacientli s prokdzanym AKI (pfevazné ischemické etiologie) se vyrazné
zvysila tvorba KIM-1 a na zaklad¢ pritomnosti KIM-1 v moci bylo mozné rozlisit ischemické
AKI od prerendlni azotémie a chronického onemocnéni ledvin (Han W. K. et al., 2002).

Kromé ischemie ledviny zvysSuje koncentraci KIM-1 v mo¢i také toxické poskozeni
proximalniho tubulu, popsan byl efekt aminoglykosidu a jiz zminéné cisplatiny (Tecke B. K.
et al., 2015; Luo Q. H. et al. 2014). U détskych pacientii bylo zvefejnéno n€kolik studii, jez
zjistily zvySeny KIM-1 po podavéani nefrotoxickych latek (McWilliam S. J. et al., 2011;
McWilliam S. J. et al., 2017) a u kardiochirurgickych pacientii (Jefferies J. L. a Devarajan P.,
2016). Rozvoj AKI po kardiochirurgickych vykonech byl sledovan i u dospélych pacientl
(Parikh C. R. et al., 2013; Liangos O. et al., 2009; Han W. K. et al., 2009), koncentrace
mocového KIM-1 dosahovaly maxima za 2 az 3 hodiny po vykonu a pfetrvavaly zvysené 24
az 48 hodin. V téchto studiich byl mocovy KIM-1 oznacen za nejlepsi a nejcasnéjsi marker
AKI, ktery predikuje ptechod do stadia selhani ledvin.

Studie z roku 2007 sledovala expresi KIM-1 v bioptickych vzorcich ledvinné tkdné
u dalsich ledvinnych onemocnéni nez AKI a zjistila jeho zvySené vyjadieni napi. u fokalné
segmentalni glomerulosklerdzy, IgA nefropatie, membranoproliferativni glomerulonefritidy,
membranozni nefropatie, akutni rejekce ledviny, chronické dysfunkce transplantované
ledviny, systémového lupusu erytematodes, Wegenerovy granulomatozy, diabetické
a hypertenzni nefropatie. KIM-1 byl vyjadfen zejména na lumindlni strané dediferencovanych
bun€k proximdlnich tubulid v oblastech s fibrozou a v oblastech zanétu v makrofézich.
Ledvinny KIM-1 pozitivné koreloval s poskozenim ledvin a s mocovym KIM-1. KIM-1 (jak
ledvinny, tak mocovy) negativné koreloval s funkci ledvin, nekoreloval s proteinurii. Studie
uzavira, ze KIM-1 je up-regulovan u rozlicnych onemocnéni ledvin a je asociovan s renalni
fibrézou a zanétem, mocovy KIM-1 muze byt uzivan jako neinvazivni biomarker riznych
onemocnéni ledvin (Van Timmeren M. M. et al., 2007).

Predmétem vyzkumu byl i vztah mezi mocovym KIM-1 a progresi do terminalni faze
selhdni ledvin ¢i imrtim u hospitalizovanych pacientli s AKI. ZvySend koncentrace KIM-1
v moci byla spojena s negativnim vyslednym stavem (Edelstein Ch. L., 2008; Endre Z. H. et
al., 2011).

Zvysena exprese KIM-1 a jeho koncentrace v moci byla nalezena také u pacientl se

zhorsenou funkci transplantované ledviny. Jedna ze studii uzavira, Ze by KIM-1 mohl u téchto
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pacientll slouzit jako potencialni Casny marker rendlniho poSkozeni, vySetfovat by se m¢l
zv1asté u pacientl s dal$imi rizikovymi faktory jako je hypertenze nebo diabetes (Malyszko J.
v koncentracich mocového KIM-1 mezi skupinami pacient s opozdénou a normalni funkci
Stépu (Marcus R. J. et al., 2007) a prehledovy ¢lanek z roku 2015 (Malyszko J. et al., 2015)
oznacuje vySetfovani mocového KIM-1 jako markeru opozdéné funkce transplantované
ledviny pfimo jako netcelné a zbyte¢né. Studie zroku 2014 (Field M. et al., 2014) vsak
poukazuje na vyznam vySetfovani KIM-1 u potencidlnich darct ledviny (autofi vySetfovali
KIM-1 u 182 multiorganovych darcii, jimz byla diagnostikovana smrt mozku), tento marker
byl statisticky vyznamné vyssi u darci, jejichz ledviny vykazovaly aberantni ¢asnou funkeci.
Dalsi studie oznacuje KIM-1 jako nad&jny marker fibrozy transplantované ledviny.
Exprese KIM-1 proteinu a KIM-1 mRNA byla zvySena v bioptickych vzorcich transplantatu
ledviny s intersticidlni fibrézou a tubuldrni atrofii. Byly zjiStény signifikantni korelace mezi
KIM-1 proteinem a mRNA v ledvinné tkdni, mezi KIM-1 mRNA expresi ve tkani a v moci
a mezi expresi tkanového KIM-1 a mocovou mRNA. Stanoveni mocové KIM-1 mRNA by se
mohlo stat uzitecnym biomarkerem poSkozeni ledvinného Stépu (Nogare A. L. et al., 2015;

Nogare A. L. et al., 2012).

1.3.1.4. Interleukin-18

Interleukin-18 (IL-18, znamy téZ jako ,.interferon-gama-inducing factor) je soucasti
cytokinové rodiny interleukinu 1 (rodina interleukinu-1 obsahuje 11 riiznych cytokinti, které
hraji vyznamnou ulohu v regulaci zanétlivych reakci v disledku infekei €i sterilniho zanétu).
Je produkovéan jako inaktivni forma o molekulové hmotnosti 24 kDa, kterd je Stépena
kaspazou-1 (intraceluldrni cysteinovou proteazou) na aktivni formu o molekulové hmotnosti
18 kDa. Jedna se o prozanétlivy cytokin exprimovany zejména makrofagy, ale také monocyty,
dendritickymi bunikami a renalnimi epitelidlnimi buiikami. U zdravych lidi nachdzime hladiny
sérového a moCového IL-18 nizké.

IL-18 moduluje vrozenou i ziskanou imunitni odpovéd’, vyznamné ovliviiuje Th-1
imunitni odpovéd’ (Matsumoto K. a Kanmatsuse K., 2001), hraje vyznamnou roli v obran¢
proti celé fad¢ infekci. Je up-regulovan v zanétlivych stavech, jeho aktivita byla popsana i u
Sirokého spektra zadnétlivych onemocnéni napt. u zanétlivé sttevni nemoci, zanétlivé artritidy,
systémového lupusu erytematodes, chronické hepatitidy, roztrouSené sklerdzy, psoriazy.

IL-18 se podili na rozvoji ischemicko-reperfuzniho poSkozeni. Experimentalné bylo

zjisténo, ze potlaceni aktivity IL-18 (podavanim selektivniho inhibitoru kaspazy-1 nebo
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podavanim IL-18 neutralizacniho antiséra) ochranilo myokard a ledviny pied poskozenim
(McMahon G. M. a Waikar S. S., 2013). Na mysSim modelu byla prokadzéna zvysena
koncentrace IL-18 v moc¢i pfi ischemickém AKI (Melnikov V. Y. et al., 2001). O IL-18 se
hovoii pfedevsim jako o mozném biomarkeru ischemického poskozeni ledvin. Jeho tvorba je
indukovdna v proximalnim tubulu po akutnim poSkozeni ledvin, kdy je jeho proforma
pfeménovana kaspdzou-1 na aktivni formu, ktera opousti buniku a vylucuje se do moce
(McMahon G. M. a Waikar S. S., 2013).

U déti bylo publikovano mnoho studii potvrzujici vyznam vysetieni IL-18 v moci po
kardiochirurgickém vykonu, vétSinou je zdiraznovan vyznam vysetieni spolecné s dalSimi
markery AKI (Parikh C. R. et al., 2006; Krawczeski C. D. et al., 2011; Zheng J. et al., 2013;
Hazle M. A. et al., 2013; Parikh C. R. et al., 2011). Napf. studie Parikha z roku 2006 sledujici
71 détskych pacientii popisuje signifikantni zvySeni mocové koncentrace IL-18 za 4 az 6
hodin po kardiochirurgickém vykonu, s maximem (25 nésobné zvySeni) za 12 hodin po
vykonu, zvyseni mocové koncentrace setrvalo minimalné 48 hodin po vykonu, ale senzitivita
nedosahovala hodnot NGAL nebo KIM-1 (Parikh C. R. et al., 2006). Studie Krawczeskiho
zroku 2011 sledujici 220 déti po operaci kardiopulmonélniho bypassu uvadi rozvoj AKI
u 27 % déti. Nejdfive doslo k vyznamnému vzestupu NGAL (za 2 hodiny po vykonu),
nasledoval vzestup IL-18 a L-FABP (za 6 hodin) a k vzestupu KIM-1 doslo 12 hodin po
vykonu (Krawczeski C. D. et al., 2011). Dalsi studie ze stejného roku (Parikh C. R. et al.,
2011) sledujici 311 déti zjistila, Ze koncentrace mocového IL-18, podobn¢ jako koncentrace
mocového NGAL, signifikantné stoupaji hlavné v prvnich 24 hodinach po kardiochirurgické
operaci (s maximem kolem 6 hodin). Tato studie uzavira, Ze mocovy IL-18 a mo€ovy (nikoliv
plazmaticky) NGAL uspé$n¢ predikuji AKI a jeho progresi a koreluji s nepfiznivym
klinickym stavem, napf. s trvanim mechanické ventilace, nutnosti hospitalizace na jednotce
intenzivni péce ¢i celkovou délkou hospitalizace.

Obdobné¢ studie probihaly i u dospélych pacientti. Do studie Haaseho z roku 2008 bylo
zatazeno 100 pacientli podstupujici operaci kardiopulmonalniho bypassu. AKI se vyvinulo
u 20 % z nich a oproti ofekavani nebyl shledan vyznamny rozdil v hodnotach mocového
IL-18 mezi touto skupinou pacientli a pacienty, jenzZ AKI nevyvinuli. IL-18 byl vySetfovan
bezprostiedné po operaci a nasledné za 24 hodin (Haase M. et al., 2008).

Metaanalyza z roku 2015 vyhodnocujici vysledky plazmatickych (¢i sérovych) nebo
mocovych biomarkertt AKI (NAG, cystatin C, NGAL, KIM-1, IL-18 a L-FABP) 28 studii

z let 1990 az 2015 uzavira, Ze sledované markery maji u dospé€lych pacientii pouze omezeny
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potencial v predikci AKI v prvnich 24 hodindch po kardiochirurgickych vykonech (Ho J.
et al., 2015).

Jiné studie vSak poukazuji na vyznam IL-18 u pacientli srozvojem AKI po
kardiochirurgickém zakroku. V roce 2012 byla publikovana studie sledujici 1219 dospélych
pacientii. AKI vyvinulo 35 % pacienti a 90 % znich mélo zvySené sledované markery
(mocovy IL-18, ACR, mocovy a plazmaticky NGAL), pficemz s progresi AKI korelovaly
vSechny, nejlépe plazmaticky NGAL (Koyner J. L. et al., 2012). Studie z roku 2014 sledovala
koncentrace 32 moznych mocovych biomarkerti u 95 pacientii a pravé IL-18 byl nejlepSim
markerem predvidajicim horseni AKI nebo umrti, dobrymi prediktory byly téz L-FABP,
NGAL a KIM-1 (Arthur J. M. et al., 2014).

V prifezové studii Parikha a spolupracovnikli z roku 2004 byla koncentrace 1L-18
v moci vyrazné zvySena u pacientd s prokdzanym AKI, ne vSak u jedinci s infekei mocovych
cest, s chronickym onemocnénim ledvin, s nefrotickym syndromem nebo se selhdnim ledvin
prerendlni etiologie. Vyhoda IL-18 byla spatfovana pravé v moznosti odliseni AKI od
zminovanych onemocnéni (Parikh C. R. et al., 2004).

Studie Matsumota a Kanmatsuse zroku 2001 vSak demonstruje, ze u pacientli
s nefrotickym syndromem s minimdlnimi zménami glomeruli mocovy IL-18 vyznamné
koreloval s proteinurii a se zavaznosti nemoci jako takové. IL-18 byl detekovan pouze
ve skupin€ pacientd s aktivni formou nefrotického syndromu (u pacientli v remisi ztstal
nizky) a koreloval s aktivitou nemoci. Tyto nalezy podporuji hypotézu, Ze by IL-18 mohl hrat
roli v patofyziologickych mechanizmech rozvoje nefrotického syndromu (Matsumoto K.
a Kanmatsuse K., 2001).

Nedavno publikovana studie (Mojtahedzadeh M. et al., 2016) sledovala, zda vySetieni
mocovych markerti IL-18 a NGAL miZe predikovat opoZdénou funkci kadaver6zni ledviny
u transplantovanych pacientti. U 19 % z 69 pacientii byla zaznamendna opozdénd funkce
Stépu. Vyznamné zvysSeni poméru mocovy IL-18/mocovy kreatinin bylo zaznamenano jiz za
2 hodiny po transplantaci u pacientll s opozdénou funkci S§t€pu (ve srovnani s pacienty
s normalni funkci, p = 0,003), za 24 hodin bylo zvySeni jeSt¢ markantnéjsi (p<0,001), ke
zvySeni poméru mocovy NGAL/mocovy kreatinin za 2 hodiny nedoslo, zvySeni bylo patrné
az za 24 hodin (p = 0,004). Multivariantni analyza prokdzala, Ze pomér IL-18/kreatinin
v moci vyznamné zlepSuje predikci opozdéné funkce transplantované ledviny.

Obdobng, studie publikované v diivejsi dobé (Parikh C. R. et al., 2006; Hall I. E. et al.,
2010) poukazuji na zminéné mocové markery IL-18 a NGAL (bez korekce na mocovy

kreatinin) jako na €asné prediktory opozdéné funkce ledvinného Stépu (vétSinou definované
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jako potteba dialyzy v prubéhu prvniho tydne po transplantaci ledviny ¢i obnoveni funkce do
3 mésict po transplantaci). Mocovy KIM-1 tuto vypovidajici hodnotu nemél.

Studie sledujici vznik opozdéné funkce transplantované ledviny od zijicich darct
zaznamenala vyznamnou asociaci mezi opozdénou funkci $t€pu a mocovymi hladinami
NGAL jiz 1. den po transplantaci, ke zvySeni hladin mocového IL-18 doslo az 3. den po
transplantaci. Mocovy NGAL byl tedy oznacen jako casnéj$i, a tedy i1 pfinosnéj$i marker
(Salamzadeh J. et al., 2012).

V této souvislosti byly sledovany také sérové koncentrace IL-18 a NGAL. Zatimco
sérovy NGAL byl oznacen jako Casny a senzitivni biomarker dysfunkce transplantované
ledviny, sérovy IL-18 v této studii vypovidajici hodnotu nemél, nerozlisil mezi opozdénou
a okamzitou funkci §té€pu (Lee E. Y. et al., 2012).

Zajimavé vysledky pfineslo sledovani mocového IL-18 v kohorté 451 dospélych
pacientil v intenzivni péci, u nichz byla zvySena koncentrace IL-18 v moci hor$im markerem
AKI, ale dobie korelovala s celkovou zavaznosti stavu (vyvojem sepse, potfebou akutni
dialyzy) a s mortalitou (Siew E. D. et al., 2010). Tésnou asociaci mezi systémovym zanétem
¢i celkové neptiznivym stavem a hladinami mocového IL-18 demonstruji i dalsi studie
(Gracie J. A. et al., 2003, Parikh C. R. et al., 2011). MoZnou limitaci tohoto markeru mtize byt
prave tato skutecnost. Jedné se spiSe o marker infekce a rozvinutého zanétlivého stavu nez

o specificky marker AKI (McMahon G. M. a Waikar S. S., 2013).

1.3.1.5. Liver-type fatty acid-binding protein a heart-type fatty acid-binding protein
Liver-type fatty acid-binding protein (L-FABP, jaterni protein vazajici mastné
kyseliny, zndmy téZ pod oznacenim ,,fatty acid-binding protein 1, FABP1) patii do rodiny
»fatty acid-binding* proteini (FABPs), jez byla objevena vroce 1972. Dosud bylo
identifikovano deset Cleni této proteinové rodiny: FABPI-9 a vroce 2011 byl popsan
FABP12 (Ockner R. K., 1990; Smathers R. L. a Petersen D. R., 2011). Jedna se o malé (14 az
15 kDa), vysoce konzervované cytoplazmatické proteiny. Jsou schopny vazat mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem (LCFAs, long-chain fatty acids), ¢imz zvySuji jejich solubilitu
a usnadiluji jejich transport z cytoplazmatické membrany k mistim jejich oxidace,
esterifikace ¢i do jadra, kde maji regulacni funkce (Glatz J. F. a Van der Vusse G. J., 1996).
FABPs jsou pojmenovany podle organti, ve kterych byly prvné identifikovany nebo ve
kterych se nejvice vyskytuji. Jejich exprese vSak neni vazana vyluéné na tyto organy, napf.
L-FABP je exprimovan predevsim v jatrech, ale také ve stfeve, pankreatu, ledvinach, plicich

a zaludku (Smathers R. L. a Petersen D. R., 2011).
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FABPs, spolecné s dalSimi dvéma skupinami ligand-vazajicich proteinti (lipokaliny
a avidiny), jsou soucasti vétsi ,,superrodiny” — calycinl. Pro vSechny calyciny je typicka
terciarni struktura B-vélce uzavirajici vnitini vazebné misto pro ligand, FABP B-vilec je
10-vlaknity a nesouvisly (Smathers R. L. a Petersen D. R., 2011; Flower D. R., 1996).

L-FABP ptedstavuje v jatrech 7-11 % ze vSech cytoplazmatickych proteind (Vergani
L. et al., 1990). Tento protein vykazuje ve srovndni s ostatnimi ¢leny FABPs rodiny
jedinecnou strukturu, jez mu umoziuje vazat rozmanité ligandy, a navic mize vazat az dva
ligandy soubézné€, v zavislosti na jejich velikosti. Kromé¢ LCFAs je schopny véazat hem,
zluCové  kyseliny,  bilirubin,  monoglyceridy, eikosanoidy, endokanabinoidy,
fytokanabinoidy. Navazdnim hemu, mastnych kyselin a nékterych dalSich molekul
pravdépodobné zabranuje jejich potencidlnimu cytotoxickému ucinku (Wang G. et al., 2015).
Z bun¢k proximalniho tubulu ledvin je L-FABP vyloucen do tubularniho lumen spolecné
s navazanymi toxickymi produkty peroxisomu (Schrezenmeier E. V. et al., 2017).

Zvysena exprese L-FABP a také jeho zvySena sérovd hladina byva popisovana
u pacientll s rozliénymi metabolickymi problémy, napf. s obezitou, zhorSenym lipidickym
profilem, inzulinovou rezistenci (Shi J. et al., 2012). ZvySené koncentrace L-FABP v moci
a v séru jsou tézZ vyznamnymi markery sttevni ischemie (Thuijls G. et al., 2011).

V posledni dobé je vyzkumné vySetifovan predev§im v souvislosti s onemocnénim
ledvin. L-FABP je vyjadien v proximalnich tubulech. Kromé¢ L-FABP se v ledvinich
vyskytuje jest¢ H-FABP (heart-type), jenz exprimuji distalni tubularni buiiky. FABPs
pravdépodobné chrani ledviny pied poskozenim. K jejich up-regulaci dochdzi u rtiznych
rendlnich poskozeni, napf. po plsobeni toxickych latek, po rendlni ischemii v ndvaznosti napf.
na operaci kardidlniho bypassu nebo transplantaci ledviny, ale téZ u konecné faze selhani
ledvin (Pelsers M. M., 2008). Na zvySené koncentraci FABPs v mo¢i se podili téZ sniZzeny
peritubularni kapilarni tok za ischemickych podminek (za normalnich okolnosti jsou
tubularnimi buiikami zpétn€ neabsorbovany; Przybylowski P. et al., 2011). ZvySeni
mocovych L-FABP a H-FABP bylo popsano i u pacienti s idiopatickou membran6zni
nefropatii. Mezi témito markery byla nalezena vyznamna korelace, svédc¢ici na existenci
soucasného posSkozeni proximalnich i1 distalnich tubularnich bun¢k, oba markery predikuji
progndzu téchto pacientli (Hofstra J. M. et al., 2008).

Vyzkum je vSak zaméten piredevsim na L-FABP. Jeho zvySend mocova koncentrace je
schopna identifikovat pacienty v riziku rozvoje ledvinnych onemocnéni (Xu Y. et al., 2015;
Hishikari K. et al., 2017). Lze ho vyuZit také jako prediktoru uzdraveni akutné poskozenych
ledvin (Wang L. et al., 2015). Signifikantné vyssi koncentrace L-FABP v moci byla zjisténa u
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skupiny pacientii s progredujici chronickou renalni insuficienci ve srovnani s neprogredujici,
L-FABP odrazi klinickou prognézu chronické renalni choroby (Kamijo A. et al., 2004).

O tomto markeru se hovofi ptfedev§im v souvislosti s rozvojem AKI. Existuje cela fada
studii vySetiujici L-FABP v souvislosti s kardiochirurgickymi a cévné chirurgickymi vykony.
Po endovaskularnim vykonu na abdominalni aorté se mocovy L-FABP vyznamné zvysil za 4
hodiny po vykonu, po oteviené operaci aorty jiz za 2 hodiny, zatimco sérovy kreatinin
vyznamné vzrostl az 2. pooperacni den (Obata Y. et al., 2016). Studie sledujici 408 détskych
pacient po kardiopulmonalnim bypassu vySetiovala markery renalniho poskozeni
(plazmaticky cystatin C, NGAL v plazmé¢ i v moci, moc¢ové IL-18, KIM-1, L-FABP, albumin)
a 10 plazmatickych markerti zdnétu. AKI se rozvinulo u 43 % déti a pravé mocovy L-FABP
vykazoval nejlepsi schopnost zachytit AKI progresi (ze zanétlivych markert to byl IL-8,
Greenberg J. H. et al., 2018). K obdobnym zavériim dosla studie sledujici dospélé pacienty po
kardiopulmonélnim bypassu: mocovy L-FABP byl vyznamné vyssi u pacientt, ktefi rozvinuli
AKI, a to jiz na konci vykonu a 3 hodiny po vykonu, 3 hodiny po vykonu bylo nalezeno
vyznamné zvyseni i mo¢ového NGAL (Moriyama T. et al., 2016).

Proti témto zjiSténim stoji u dospélych pacientl vysledky jiz zminéné metaanalyzy
z roku 2015 poukazujici na omezenou vypovédni hodnotu markeri AKI (véetné¢ L-FABP)
v predikci AKI u dospélych pacientii po kardiochirurgickych vykonech (Ho J. et al., 2015).

Mocovy L-FABP spolecné s mocovym NGAL byl vySetfovan téz u pacientl
podstupujici jiné velké chirurgické vykony. Nejvy$si hodnoty L-FABP byly zaznamenany
4 hodiny po operaci (172ndsobné zvySeni v porovnani s hodnotou pied operaci) a NGAL
12 hodin po operaci (16nasobné zvyseni) ve skupiné pacientd, ktefi pozdéji vyvinuli AKIL
Kombinace téchto markeri mize jesté zlepsit jejich diagnostické vyuziti (Zeng X. F. et al.,
2014). Stejné markery (mocovy NGAL a L-FABP) byly vySetfovany u pacientll po
transplantaci jater, senzitivnéjsi a specifictéjsi byl v této studiit NGAL (Li Y. et al., 2012).

L-FABP (vétsinou spole¢né s dalSimi markery) byl vySetfovan i u pacientd s patologii
na koronarnich cévach podstupujicich koronarografii s cilem predikovat kontrastem
indukované AKI. Studie zroku 2017 nezaznamenala statisticky vyznamné vys$§i mocové
koncentrace L-FABP u pacientil, jenZ vyvinuli AKI (byly u nich vSak zjiSt€ny vyznamné
vy$$i mocové koncentrace KIM-1 a IL-18; Wybraniec M. T. et al., 2017). Stejné tak studie
z roku 2015 poukazuje na neuspokojivou prediktivni hodnotu L-FABP pro AKI u pacientti po
koronarografii (AUC 0,64; Torregrosa 1. et al., 2015). Zcela recentni studie z roku 2018
vySetfovala markery AKI (plazmaticky NGAL, sérové L-FABP, KIM-1, IL-18, kreatinin
a mocové NGAL, cystatin C) po podani kontrastni latky u pacientli s chronickym
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onemocnénim ledvin. AKI nejlépe predikoval sérovy L-FABP ve 4. hodin¢ a plazmaticky
NGAL v 6. hodiné po podani kontrastu. Autofi uzaviraji, ze kombinace pravé téchto markert
zvysi specificitu zjisténi kontrastem indukovaného AKI na 97 % (Connolly M. et al., 2018).

U pacientii s AKI zvySené hodnoty mocovych L-FABP a NAG vyznamné
korespondovaly s mortalitou (Hiruma T. et al., 2014). Dalsi studie vySetfovala u kriticky
nemocnych pacientd s ¢asnym AKI kromé mocového L-FABP v moci téz NGAL, IL-18,
KIM-1 a zjistila, Zze pouze L-FABP byl schopny predikovat Spatny klinicky stav (progresi
AKI, potiebu dialyzy nebo timrti béhem 7 nasledujicich dnti; Parr S. K. et al., 2015). Studie
na transgennich mysich potvrdila schopnost L-FABP detekovat AKI s vysokou senzitivitou
a téz vypovidat o jeho zévaznosti, napt. pii AKI komplikovaném septickym stavem (Doi K.,
2010). L-FABP je tedy vyznamnym markerem schopnym detekovat vysoce rizikové pacienty
a mohl by pfispét k rozvoji novych AKI diagnostickych kritérii v kritické péci.

Oproti tomu, studie sledujici pacienty po transplantaci ledviny neshledala asociaci
mocového L-FABP srizikem vzniku nepfiznivého klinického stavu, jako je vyskyt
kardiovaskularni pfihody, selhani funkce $tépu, umrti. Mocovy NGAL asocioval se vSemi
zminénymi stavy, KIM-1 a IL-18 pouze s umrtim. (Bansal N. et al., 2016).

Mocové koncentrace L-FABP, NGAL, KIM-1, IL-18 a albuminu vySetfované u 1304
zemielych darct ledvin silné korespondovaly s pritomnosti AKI (jenz bylo zjisténo u 9 %
potencidlnich darcti). Vyssi hladiny mocového NGAL byly asociovany téz s opozdénou
funkci $tépu, ostatni vySetfované markery mély v tomto ohledu omezenou vypovédni hodnotu
(Reese P. P. et al., 2016). Mensi studie ze stejného roku vySetfovala mocové markery
L-FABP a NGAL u 94 zemfelych potencialnich darct ledviny a uzavira, ze tyto biomarkery
jsou schopné odhalit eventudlni sniZenou funkci transplantované ledviny (Koo T. Y. et al.,
2016), coz bylo potvrzeno i dalS§imi studiemi, avSak IL-18 a KIM-1 tuto vypovidajici
schopnost nemély (Parikh C. R. et al., 2016; Przybylowski P. et al., 2011; Yang J. et al.,
2014).

Ledviny ziskané od darct po srde¢ni smrti mizou zvysit pool téchto organt, ale jsou
spojeny s vysokou incidenci opozdéné funkce stépu. Vyuziti mocového L-FABP jako ¢asného
markeru AKI je limitovano u opozdéné funkce §tépu vzhledem k nedostupnosti mocovych
vzorkl. Studie z roku 2014 proto pied a po transplantaci vySetfovala sérové hladiny L-FABP,
které rapidné klesly u pacientli s bezprosttedni funkci transplantatu, pomalu u opozdéné
funkce transplantatu a mirné stouply u pacientli vyzadujicich hemodialyza¢ni 1€¢bu Castéji nez

Ix tydné (Kakai A. et al., 2014).
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1.3.1.6. Neutrofilni s gelatinazou asociovany lipokalin

Neutrofilni s gelatindzou asociovany lipokalin (NGAL, synonyma: lipokalin-2 (Lcn2),
onkogenni protein 24p3, siderocalin) patii do lipokalinové rodiny (nélezici mezi calyciny),
ktera tvoii velkou skupinu funkéné rozdilnych malych extracelularnich proteini
s charakteristickou terciarni strukturou, které obvykle vazi malé hydrofobni molekuly.
Vzhledem k této schopnosti byly v minulosti oznac¢ovany jako transportni proteiny, postupné
vSak byly objevovany jejich dalsi funkce (napf. regulace bunééné homeostazy a modulace
imunitni odpovédi). Lipokaliny vykazuji velkou rozmanitost na urovni sekvencniho
usporadani, vSechny vsak sdileji kratky konzervovany sekven¢ni motiv, jehoz pfitomnost je
nutna pro zaclenéni urcitého proteinu do lipokalinové rodiny. Terciarni struktura lipokalint je
(v kontrastu s nizkou sekven¢ni homologii) vysoce konzervovand a piedstavuje ji B-valec
tvofeny osmi antiparalelnimi strukturami B-sklddaného listu (jezZ jsou do vysledné struktury
valce zformovany pomoci vodikovych mistkl). Vazebné misto ligandu ,,$4lkového tvaru® se
nachazi uvnitt B-valce. Skupinu lipokalini mtizeme rozdélit na dvé podskupiny: strukturdlné
pribuzné ,,kernel* (core) lipokaliny a méné pocetné, riznorodéjsi ,,outlier* lipokaliny (Flower
D. R. etal., 1993; Flower D. R., 1996).

NGAL byl objeven na zacatku 90. let minulého stoleti a patii do skupiny ,,kernel*
lipokalinG. Jednd se o maly protedza-rezistentni glykoprotein (25 kDa, 178
aminokyselinovych zbytkl), ktery byl ptvodné identifikovan v neutrofilnich granulich,
v nichz je kovalentné vazan na gelatindzu B (matrixovou metaloproteinazu 9, MMP-9,
Kjeldsen L. et al., 1993; Kjeldsen L. et al., 1994). NGAL vSak neni vzdy asociovan
s MMP-9. Je syntetizovan v Casnych stadiich granulopoézy (v myelocytech — v prabéhu
formace sekundéarnich granuli), zralé neutrofily ho postradaji. Proto byl navrhovan i za Casny
marker diferenciace granulocytl. Expresi NGAL v myeloidnich bunikéach (pfed zacatkem
diferenciace v granulocyty) indukuji IGF-1 a G-CSF (Liu M. et al., 2005).

Jeho exprese byla zjiSténa také v dalSich bunkach: v adipocytech, chondrocytech,
endometrialnich, endotelidlnich a epitelidlnich bunkach, fibroblastech, hepatocytech,
keratinocytech, makrofazich, mezangidlnich buiikkach, myelocytech, myoblastech,
pneumocytech typu 2, splenocytech, tymocytech, bunikdch hladké svaloviny cév, buiikach
nekterych karcinomt (napft. ovaria ¢i pankreatu). Nachézi se tedy v celé fad¢ tkani a orgdnti —
napt. v plicich, zaludku, stfeve, jatrech, prostaté, déloze, slinnych zldzach. Nejvyssi produkce
ze vSech vySe uvedenych bunck byla zjisténa v bunkéch tlusté ¢asti vzestupného raménka

Henleho klicky, distalnich tubulG a sbéracich kanalki nefronu (Yan Q. W. et al., 2007;
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Cowland J. B. et al., 1997; Mishra J. et al., 2003; Jayaraman A. et al., 2005; Mallbris L. et al.,
2002; Sunil V. R. et al., 2007; Bu D. X. et al., 2006).

Ve zminénych bunécnych typech je syntéza NGAL indukovéana riznymi faktory —
napt.: bakteridlnimi lipopolysacharidy, dexametazonem, G-CSF, HGF, IGF-1, IL-1-, IL-6,
leptinem, kyselinou retinovou, TGF-a, IL-17, NF-kB (Cowland J. B. et al., 2003; Jayaraman
A. et al., 2005; Sunil V. R. et al., 2007; Bu D. X. et al., 2006). V n¢kterych situacich
je exprese NGAL regulovana autokrinnim mechanizmem. NGAL vykazuje pleiotropni
biologické aktivity v rozlicnych bunécnych typech a tkanich. Diky nékterym z nich bychom
mohli NGAL téz klasifikovat jako cytokin nebo ristovy faktor (Serensen O. E. et al., 2003;
Hekerman P. et al., 2007).

Vzhledem k malé velikosti molekuly a rezistenci vii¢i odbourdvani je NGAL snadno
rendlné¢ vyloucen a detekovdn v moc¢i — jak jeho volna forma (nejcastéji jako monomer,
v malém mnozZstvi téZ jako dimer), tak v komplexu s MMP-9. Je volné¢ filtrovatelny, ale mize
byt téz zpétné reabsorbovan. Hladiny v moci koreluji s hladinami v plazmé nebo v séru.
Zvlasteé vysoké koncentrace v moc¢i miizeme ocekavat v ptipad¢, kdy je NGAL uvoliiovan do
moce piimo ledvinnymi tubuly nebo urotelidlnim karcinomem (Yan L. et al., 2001).

Syntéza NGAL je vyznamné indukovdna poSkozenim epitelu (pii zanétu, ischemii
nebo neoplastickych transformacich). Kromé AKI jsou to napt. nadory, zanéty stieva, infekce
mocovych cest ¢i systémové infekce, adenokarcinom prsu, pankreatu, urotelidlni karcinom,
nadory mozku (Friedl A. et al., 1999; Ferndndez C. A. et al., 2005; Nickolas T. L. et al.,
2008; Smith E. R. et al., 2008; Nielsen B. S. et al., 1996). Je produkovan téZ v endotelu, byl
prokdzan v aterosklerotickych platech, v aneuryzmatech aorty (Hemdahl A. L. et al., 2006;
Folkesson M. et al., 2007) a byl oznacen jako prediktor kardiovaskuldrniho rizika (Orenes-
Pifiero E. et al., 2013). Jeho produkce se zvySuje v organech, ve kterych probiha involuce,
jako je poporodni déloha a prsni Zlaza po laktaci ¢i v klimakteriu; v téchto organech zvySena
syntéza NGAL indukuje apoptozu (Bong J. J. et al., 2004; Liu Q. et al., 1997). Vlastnosti
a zdroje NGAL v pribéhu AKI a systémovych infekci znédzoriuje obrazek 2.

O NGAL se hovoti téZ jako o adipokinu zvySujici inzulinovou rezistenci. Je hojné
exprimovan v tukovych tkénich a jatrech a byva oznacovan jako zanétlivy marker asociovany
s obezitou, inzulinovou rezistenci a hyperglykémii (Yan Q. W. et al., 2007; Wang Y. et al.,
2007). Je hojné vyjadien téz v progenitorovych bunkéch erytrocytl, indukuje jejich apoptozu,
inhibuje jejich diferenciaci ve zralé¢ erytrocyty. Béhem akutni anémie je exprese NGAL
v erytroidnich buiikdch redukovana autokrinnim zpétné vazebnym mechanizmem (Miharada

K. et al., 2005).
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Systémova zanétliva odpovéd:
tsyntéza NGAL extrarenalnimi tkan&mi
L tuvolfiovani NGAL z cirkulujicich neutrofild

\r Megalin-cubulin receptor
® MMP-9

® Monomer NGAL

®® Homodimer NGAL

@@ Heterodimer NGAL

Obr. 2. Vlastnosti a zdroje NGAL v plazmé a moc¢i pfi akutnim poskozeni ledvin.
Systémova infekce indukuje syntézu NGAL extrarendlnimi tkdnémi a jeho uvolnéni
z (nezralych) neutrofil. Moc¢ovy NGAL se zvySuje z divodu jeho snizené reabsorpce (down-
regulace megalin-cubulinovych receptorii v proximalnich tubulech), zvySené syntézy ve
stresovanych tubularnich bunikach distdlniho nefronu a uvolnénim z infiltrujicich neutrofili.
Neutrofily uvoliiuji hlavné dimerické formy (a do ur€ité miry monomerické formy), zatimco
tubularni bunky produkuji hlavné monomerické formy a v urcité mite NGAL konjugované
s MMP-9 (matrixovou metaloproteinazu 9), tzv. heterodimericky NGAL (upraveno podle
Martensson J. a Bellomo R., 2014).

NGAL ma vyznam téZ v imunitni a zanétlivé odpovédi. V pokusech na mysich bylo
zjisténo, Ze je jeho exprese indukovana aktivaci Toll-like receptorti (TLR) na imunitnich
buiitkach. Tyto receptory jsou nastrojem pro v€éasnou detekcei charakteristickych mikrobidlnich
produktt (napft. lipopolysacharidl, bakterialni ¢i virové NK) a k zahajeni rychlych obrannych
reakci. Exprese NGAL je vyznamné sniZzena v ptipad€ chybéni TLR2 signalizace (Draper D.
W. et al., 2006).

NGAL pevné vaze bakteridlni enterobaktin a nckteré dalsi siderofory (latky
produkované a vyluCované ve zvySené mife bakteriemi, které¢ komplexuji Fe (III) a
transportuji ho do bakterialni buiiky). Sekvestraci sideroforii s navazanym Fe brani ptisunu
zeleza do bakteridlni bunky, a tim omezuje bakteridlni riist. Bakterie jsou vSak schopné

siderofory modifikovat, a tim zabranit navazani NGAL (Goetz D. H. et al., 2002).
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Vroce 2005 byla publikovana studie, jez simulovala model tézkého rendlniho
ischemicko-reperfuzniho poSkozeni u mysi. Podani NGAL a naslednad tvorba komplexu
»NGAL: siderofor: Fe* vyznamné ochranilo ledvinu up-regulaci exprese protektivniho
enzymu hemoxygenazy-1, chranici N-cadherin proximalniho tubulu a inhibujici bunécnou
smrt. Déle bylo zjisténo, ze komplexy NGAL s Zelezo-vazajicimi siderofory mohou pfemeénit
ledvinné progenitorové builkky na epitelidlni buniky rendlnich tubulti. V postischemické
ledviné se NGAL pfednostné¢ kumuluje v proximalnich tubulech spolu s proliferujicimi
bunikami, coz hypotézu, ze NGAL indukuje reepitalizaci, podpofilo (Mori K. et al., 2005).

NGAL poskytuje organizmu alternativni cestu v uvolnéni zeleza do cytoplazmy (vedle
transferinu), a tak zprostfedkovava aktivaci nebo represi zelezo-vnimavych genil. Tato cesta
hraje roli v organogenezi béhem mezenchymo-epitelialni ptemény (Yang J. et al., 2002).

V roce 2005 byl naklonovan mysi receptor pro NGAL (oznaceny jako 24p3 receptor).
Jeho exprese udéluje buiikdm schopnost pfijimat Zelezo a nésledné regulovat apoptozu.
NGAL chudy na zelezo snizuje intracelularni koncentraci zeleza, coz indukuje expresi pro-
apoptotického proteinu Bim a zptisobi bunéénou smrt. Na Zelezo bohaty NGAL intracelularni
koncentraci zZeleza zvySuje, apoptoza neni podnécovana (Devireddy L. R. et al., 2005).

Ve stejném roce byl identifikovan dalsi vysokoafinitni receptor pro NGAL. Jedna se
o receptor z low-density lipoprotein receptorové rodiny low density lipoprotein-related
protein 2 (LRP2), ktery je znamy také jako gp330, megalin nebo rat Heymann nephritis
antigen a je vyjadieny hlavng v epitelidlnich buiikach. Vaze velké mnozstvi specifickych
ligandli, zahrnujici cytokiny, hormony, dalsi proteiny a nizkomolekularni substance. Hraje
vyznamnou roli ve vyvoji organizmu a v ledvinné fyziologii a patofyziologii (Hvidberg V.
et al., 2005).

NGAL je jednim z nej¢asnéjSich proteintl, jejichZ syntéza je indukovéana v ledvinach
po ischemickém a nefrotoxickém poSkozeni; jeho zvySeni v séru a moci lze pozorovat béhem
2 hodin po vzniku poSkozeni ledvin, 24 az 48 hodin pfed zvySenim sérového kreatininu
(Nickolas T. L. et al., 2008). V priufezové studii vykazovali déti s prokdzanym akutnim
selhdnim ledvin (definovanym jako zdvojnasobeni sérové koncentrace kreatininu v obdobi
krat§im nez pét dnill) vice nez desetindsobny vzestup sérové koncentrace NGAL a vice nez
stondsobny vzestup jeho koncentrace v moci oproti kontrolnim osobdm (Mishra J. et al.,
2005).

Ptinos stanoveni tohoto markeru pro ¢asnou detekci akutniho poSkozeni ledvin byl
pozorovan u détskych pacientll na jednotkach intenzivni péce (Zappitelli M. et al., 2007),

s tzv. kontrastni nefropatii a po podavani nefrotoxickych lé¢iv (Hirsch R. et al., 2007).
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Prospektivni studie u déti po kardiochirurgickych vykonech (Bennett M. et al., 2008;
Wagener G. et al., 2006) poukazuje na NGAL jako na velmi ¢asny prediktivni marker potieby
dialyzy.

U nemocnych po transplantaci ledviny se mocovy NGAL ukazal jako nejcitlivéjsi
biomarker opozdéného nastupu funkce $t€pu a jeho hodnoty korelovaly s délkou studené
ischemie §tépu. Vypovédni hodnota sérového NGAL tésné nasledovala, L-FABP a IL-18
m¢ély vypoveédni hodnotu nizsi (Parikh C. R. et al., 2006; Kohei J. et al., 2013; Reese P. P. et
al., 2016). Studie zroku 2015 doporucuje kombinaci n€kolika markert (v tomto ptipadé
mocovych NGAL, IL-18 a sérového kreatininu) k odhaleni pacientti v riziku opozdéné funkce
Stépu (Cui L. Y. et al., 2015).

NGAL se jevi jako uzitecny biomarker také u dalSich rendlnich poskozeni. Bylo napf.
zjisténo, Ze koncentrace NGAL v moci pozitivné koreluji se zdvaznosti rendlniho poskozeni
u proteinurickych pacientii (Bolignano D. et al, 2008). Dalsi studie stejnych autort uvadi, ze
by NGAL mohl hrat vyznamnou roli v patofyziologii rozvoje diabetické nefropatie a mohl by
se tak stat jejim ¢asnym biomarkerem (Bolignano D. et al, 2009). Mocovy NGAL by mohl
slouzit také jako casny biomarker tubulointersticidlniho poskozeni u IgA nefropatie (Ding H.
et al., 2007), nefroaktivity lupusové nefritidy (Pitashny M. et al., 2007). U chronického
onemocnéni ledvin jeho sérové i mocové koncentrace vyznamné koreluji s glomeruldrni
filtraci (Bolignano D. et al., 2009). Studie z roku 2017 popisuje souvislost mezi mo¢ovym
NGAL a progresi CKD resp. az vyvinutim kone¢ného stadia CKD ¢i zvySenym rizikem umrti
(Lobato G. R. et al., 2017).

Vyznam vySetteni NGAL u diagnéz souvisejicich s rozvojem AKI byl podrobné
popsan v piredchozim textu v souvislosti s vySetfenim jiz zminénych AKI biomarkera,
zminéna byla 1 jeho omezend vypovédni hodnota v predpovédi AKI u dospélych pacientli
po kardiochirurgickych vykonech (Ho J. et al., 2015). Velmi ¢asto byl NGAL vysetfovan
spole¢né s L-FABP.

Mozné limitace uziti NGAL jako casného biomarkeru AKI jsou nasledujici:
plazmatické hladiny mlzZou byt ovlivnény pfitomnosti chronického onemocnéni ledvin,
systémovych infekci, systémovych zanétlivych stavii a malignitami, mocové koncentrace pak
napf. chronickym onemocnénim ledvin, zanétem ledvin a infekci mocovych cest (Devarajan
P., 2010).

V minulosti se o NGAL hovofilo (i pfes zminéné limitace) jako o excelentnim

a nejperspektivnéjSim markeru AKI, casto byl dokonce oznafovan jako ,troponin-like*
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marker AKI (jeho schopnost predikovat AKI byla pfirovnavana ke schopnosti kardialniho
troponinu predikovat akutni infarkt myokardu; Devarajan P., 2010).

Pozdé&ji vsak praveé jeho nepiedvidatelné uvolilovani pfi riznych klinickych stavech,
komplexni povaha jeho molekuly a nemoznost specificky stanovit NGAL uvolnény
tubularnimi bunikami ledvin byly oznaceny jako piekazka pouziti NGAL jako specifického
markeru AKI u heterogenni kriticky nemocné populace pacientti (Martensson J. a Bellomo R.,
2014).

V posledni dobé¢ NGAL zaziva opét svou renezanci a potvrzuje to celd fada studii
zminénych vysSe (napi. Torregrosa I. et al., 2015; Connolly M. et al., 2018; Bansal N. et al.,
2016; Parikh C. R. et al., 2016). Velk4 pozornost je vénovana pravé pacientim v kritickém
stavu v riziku rozvoje AKI. Koncentrace NGAL je mozné sledovat v séru i v moci, ob¢
hodnoty jsou vyuzitelné jako prediktory AKI. VySetteni NGAL v moci je v soucasné dobé
povazovano za piinosnéjsi, praktictéjsi a snad i vice efektivni, doporucuje se zavést do bézné
klinické praxe, je dostupnd diagnostickd souprava k jeho stanoveni. Ne&ktefi autofi
upiednostituji hodnoty mocového NGAL vztdhnout na mocovy kreatinin (coz bude jeste
diskutovéano v kapitole 1.3.1.7.). Sérovy NGAL by své misto m¢l u anurickych pacientt, kde
je ale diagnéza AKI jasna, a navic v sou¢asné dobé& neni v Ceské republice dostupna komeréni
diagnosticka souprava k vySetteni NGAL v séru.

Na zéklad¢ studie zroku 2016 (Asada T. et al., 2016) byl vyvinut dokonce novy
algoritmus, ktery by umoznil zlepsit prediktivni hodnoty mocovych NGAL a L-FABP
stratifikaci AKI pacienti pomoci APACHE (Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation ) II skore, zjiSténi ptfitomnosti sepse a hladin laktatu v krvi (obr. 3).

Studie vySetfovala tyto mocové markery u 249 kriticky nemocnych pacientl
a sledovala jejich mozné souvislosti s riznymi patologickymi stavy (zanétem, hypoperfuzi
a jaterni dysfunkci). NGAL linearné koreloval se zanétlivymi markery (s leukocyt6zou
a CRP), zatimco L-FABP shypoperfuzi a markery jaternitho poSkozeni (jaternimi
transaminazami, bilirubinem a laktatem).

Studie zdiraziiuje, ze pifi pouzivani novych biomarkerti pro predikci AKI by mé&l byt
zvazovan Kklinicky kontext, jako je pfitomnost dalSich (,,nonrendlnich®) onemocnéni

a zavaznost celkového stavu (Asada T. et al., 2016).
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Kriticky nemocni pacienti na jednotce
intenzivni péce bez zndmek AKI

APACHE II< 14? Laktat > 2 mmol/l ?
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vySettit NGAL vysSettit
nebo L-FABP L-FABP
A 4 Y
provést dalsi vysetieni a/nebo vySettit
vySetfit dalsi markery NGAL

Obr. 3. VySetiovaci algoritmus L-FABP a NGAL jako biomarkeri predikce AKI
(upraveno podle Asada T. et al., 2016)

1.3.1.7. Korekce mocovych markeri akutniho poSkozeni ledvin na mocovy kreatinin

Vhodnost uzivani poméru mocovy NGAL (event. i dalsi mocové biomarkery)/
mocovy kreatinin je pomérné casto diskutovana (Goldstein S. L., 2010). Napt. Waikar
a kolektiv (Waikar S. S. et al., 2010) ve své studii uvadéji, Ze uzivani téchto pomeéri je zvIaste
u pacientli s akutnim poSkozenim ledvin nespolehlivé. Interpretace zvySeného poméru
biomarkeru na kreatinin zavisi na znalosti zmény ve vyluCovani biomarkeru vzhledem
ke zmén¢ vylucovani kreatininu. NGAL a dal§i mocové biomarkery AKI odrazeji strukturalni
a funk¢ni nasledky poskozeni ledvin. Vylu€ovani kreatininu mize byt pfi akutnim poSkozeni
ledvin zna¢né proménlivé, jednd se o dynamicky proces fizeny jak glomerularni filtraci, tak
tubularni sekreci, proto lze zmény v poméru interpretovat jen velmi obtizn€. Korekce
mocového NGAL (a dalSich biomarkerl) na mocovy kreatinin mize nadhodnotit stadium
akutniho poskozeni ledvin v disledku akutnich a nestabilnich zmén kreatininu v moci
(s klesajici glomerularni filtraci dochazi ke snizovani koncentraci kreatininu v moci, coz
vyusti ve zvySeni hodnot pomérdt NGAL/kreatinin v moci).

Prvotadym ukolem by vSak mélo byt zlepSit prognézu pacientii s AKI, a to pravé diky
casngjsi detekci onemocnéni (Chertow G. M. et al., 2005). Opakované bylo prokazano, ze ke

zvySeni zminénych mocovych biomarkerti dochazi dfive, neZz dojde ke zvySeni sérového
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kreatininu (Waikar S. S. a Bonventre J. V., 2008; Han W. K. et al., 2002; Zappitelli M. et al.,
2007; Parikh C. R. et al., 2004; Haase M. et al., 2009). V tomto stadiu dochazi jiz n¢kdy
k poklesu glomerularni filtrace, a pravé snizeni kreatininu v moc¢i mize zesilit uzite¢nost
markeru (vztazeného na mocovy kreatinin) k detekci AKI (Goldstein S. L., 2010).

Na druhou stranu, nariist koncentrace markeru AKI by mél predchazet poklesu
glomerularni filtrace. Pokud by k detekci AKI v rané fazi bylo zapotiebi sniZzeni glomeruldrni
filtrace, pak by vyhodnoceni biomarkeri AKI bylo zcela nadbytecné a stailo by provadét
vysetifeni mocového kreatininu (Goldstein S. L., 2010).

Korekce mocovych biomarkera (opét piedevS§im NGAL) na mocovy kreatinin byla
pfedmétem vyzkumu i u pacienti s chronickym onemocnénim ledvin. Autoii studii opét
uzaviraji, ze pfi uzivani téchto poméri by meélo byt brano v potaz snizené¢ vyluCovani
kreatininu moc¢i u pacientd s pokrocilejsim CKD (Waikar S. S. et al., 2010). U pacientil
s CKD dochazi navic k pomalejSimu vylu¢ovani kreatininu do moce (v porovnani s pacienty
bez CKD, Mitch W. E. et al., 1980) a kreatininovéa exkrece moc¢i mize téz klesat v pritbé¢hu
progrese CKD v dusledku zvySeni extrarenalni degradace kreatininu (Levey A. S. et al.,
1989). Vyslednou hodnotu kreatininu v moci ovliviiyje 1 relativni zvySeni tubularni sekrece
(vzhledem k velmi snizené GF) u pacienti v kone¢nych stadiich CKD, kdy clearance
kreatininu mize pfesahovat glomerularni filtraci o 100 % i vice.

Studie zroku 2013 (Helmersson-Karlqvist J. et al., 2013) sledovala biologickou
variabilitu mo¢ového NGAL a poméru moc¢ovy NGAL/mocovy kreatinin u zdravych jedinct
dvou v€kovych kategorii (skupina mladych dospélych: median v€ku 29 let, N=130; a skupina
star§ich dospélych: median v€ku 78 let, N=400). Pro mocovy NGAL byla zjisténa biologicka
variabilita 27 % a pro pomér mocovy NGAL/mocovy kreatinin 101 %. Koncentrace
mocového NGAL se linedrné zvySovala s koncentraci mocového kreatininu (r=0,19, p<0,001
u skupiny star§ich dospélych a hrani¢ni korelace r=0,16, p=0,08 u skupiny mladych
dospélych). Tento vysledek potvrzuje vhodnost korekce mocového NGAL na mocovy
kreatinin. Pomér mocCovy NGAL/mocovy kreatinin byl vSak s mocCovym kreatininem
asociovan negativné (r= -0,14; p<0,01 u skupiny starSich dospélych a r= -0,16; p=0,07
u skupiny mladych dospélych), coz ukazuje na nadmérnou adjustaci hodnot NGAL. Tato
studie korekci mocového NGAL na mocovy kreatinin podporuje, avsak s tim, Ze je tfeba mit
na paméti velkou biologickou variabilitu tohoto poméru a riziko nadmérné korekce mocového
NGAL. Uzavird, ze napt. pro odhad chronické tubularni dysfunkce by mély byt uZivany
markery oba (jak nekorigovany, tak korigovany mocovy NGAL).
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1.3.1.8. Soucasna doporuceni pro vySetiovani markeri akutniho poskozeni ledvin

Z vySe uvedeného jednoznaéné vyplyva, ze NGAL a/nebo dalsi biomarkery
strukturalniho poskozeni ledvin napi. L-FABP, IL-18, KIM-1, NAG by mély najit uplatnéni
v klinické praxi, a to i pfes zminéné limitace jejich uziti. Jejich zvySeni bez soucasného
zvySeni sérového kreatininu byva cCasto oznacovano jako ,,subklinické AKI“. Korekce
mocovych marker na mocCovy kreatinin je predmétem castych diskuzi (napt. Goldstein S. L.,
2010), vétsina autorti (napt. Helmersson-Karlqvist J. et al., 2013) vSak nakonec doporucuje
uvadét hodnoty obé — nekorigovanou i1 korigovanou na mocovy kreatinin (s védomim
zminovanych rizik pii interpretaci korigovanych hodnot).

V soucasné dobé je AKI diagnostikovano vétSinou z hodnot sérového kreatininu
(event. cystatinu C) a diurézy. V tomto stadiu jiz vSak dochézi k poskozeni funkce ledvin az
k renalnimu selhdvani s daleko vét§im rizikem vzniku rtiznych komplikaci.

Dostupnost vySetieni markerit AKI umozni identifikovat pacienty s AKI bez sniZeni
funkce ledvin. Je vSak nepravdépodobné, ze by se nalezl tzv. rendlni troponin, tj. marker
s dostateCnou senzitivitou a specificitou pro diagnézu AKI. V souCasné dob¢ se proto
doporucuje vysetfovat kombinaci alesponi dvou markerti. Napt. hladiny NGAL a IL-18 miiZou
byt zvySeny nejen z divodu AKI, ale 1 z ditvodu infekce, diagnostickou pravdépodobnost AKI
proto podpofi soucasné zvySeni dal§iho markeru, napt. KIM-1 nebo L-FABP. Diagnosticka
kritéria AKI by tedy bylo vhodné rozsifit o vySetfeni dvou marker AKI, dosud vSak nejsou
definované jejich cut-off hodnoty, které by mély byt navic specifické pro jednotlivé diagnozy
a mély by se hodnotit v klinickém kontextu. Vé&tSina studii oznacuje za nejvyznamnéjsi
marker NGAL, i1 vzhledem k tomu, Ze jeho zvySeni vyznamné koreluje se zavaZznosti AKI,
u pacientll s prerendlni etiologii AKI nachazime vyznamné niZ§i hodnoty, neZ u pacienti
s ,,rendlnim* AKI (Murray P. T. et al., 2014; Schrezenmeier E. V. et al., 2017).

Casna diagnostika AKI umozni &asnéjsi terapeutickou intervenci (napf. v piipadé
zjisténi opozdéné funkce transplantované ledviny modifikaci imunosupresivni terapie atd.)

a muze tak zlepsit celkovou prognézu pacienti (Malyszko J. et al., 2015).
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2. CILE PRACE

2.1. Stanoveni albuminurie HPLC a sledovani vztahu k diagnéze diabetes mellitus
e Zavést vlastni validovanou a verifikovanou HPLC metodu pro stanoveni albuminurie
e Testovat hypotézu o interferujicich proteinech (napf. a-1-kysely glykoprotein,
transferin, o-1-antitrypsin, hemopexin) a imunonereaktivnim albuminu
e Porovnat hodnoty albuminurie stanovené imunoturbidimetricky a chromatograficky

v pacientskych vzorcich, sledovat vztah k diagnéze diabetes mellitus

2.2. Stanoveni moc¢ového NGAL u déti po transplantaci ledviny
e Studovat schopnost mocového NGAL rozlisit etiologii akutniho poskozeni ledvin

v souboru détskych pacientii po transplantaci ledviny

2.3. Stanoveni moc¢ového NGAL u déti s akutnim nebo s chronickym onemocnénim
ledvin
e Porovnat mo€ové koncentrace NGAL a pomér mocovy NGAL/mocovy kreatinin
v souborech détskych pacientil s akutnim a s chronickym selhanim ledvin s kontrolnim

souborem zdravych déti

2.4. Stanoveni mo¢ového NGAL u dospélych pacientii po kardiochirurgickych vykonech
e Vysetiit mocovy NGAL, pomér mocovy NGAL/mocovy kreatinin a sérovy kreatinin

v souboru dospélych pacientit podstupujicich kardiochirurgicky vykon

2.5. Stanoveni markert poSkozeni ledvin u dospélych pacientii po angiografii
e Sledovat mocové markery NGAL, NAG, albumin, a-1-mikroglobulin a sérové
markery kreatinin a cystatin C a z nich odhadnuté glomerularni filtrace v souboru
dospélych pacientli podstupujicich angiografii (selektivni koronarografii nebo digitalni
subtrakéni angiografii koncetinovych tepen) v zavislosti na vstupnich hodnotach

odhadnuté glomerularni filtrace (MDRD)
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3. METODY

3.1. Stanoveni albuminurie HPLC a sledovani vztahu k diagnoze diabetes mellitus

3.1.1. HPLC metoda pro stanoveni albuminurie a testovani hypotézy o interferujicich
proteinech

3.1.1.1. HPLC sestava a reagencie

HPLC analyzy albuminurie byly provadény HPLC sestavou Agilent 1200 (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) vybavenou detektorem diodového pole. Chromatogramy
byly vyhodnocované softwarem Chemstation (Chem 32; Agilent Technologies).

Purifikovany standard albuminu (Albumin from human serum approx. 99 % agarose
gel electrophoresis, lyophylized, kat. ¢. A8763, lot: 086K7535) byl zajistén od firmy Sigma-
Aldrich (Praha, Ceska republika), kontrolni vzorek albuminu K1 s rozsahem koncentrace
58,2-81,5 mg/l (Liquichek Microalbumin Control, kat. €. 379, lot: 96650) od firmy Bio-Rad
(Mnichov, Némecko). Kontrolni vzorek albuminu K2 o koncentraci 350 mg/l jsme piipravili
ze standardniho vzorku albuminu (firemni kontrola o vyssi koncentraci se nevyrabi). Dale
jsme pftipravili 2 kontrolni vzorky o koncentracich 60 mg/l a 320 mg/l, jejichz koncentrace
jsme zméfili 12krat imunoturbidimetricky a HPLC pted zahajenim méteni souboru pacientd,
abychom ovéfili kvalitu naseho albuminového standardu.

Purifikované standardy a-1-kyselého glykoproteinu (Alpha-1-acid glycoprotein from
human plasma), transferinu (Transferrin human, min. 98 %), prealbuminu (Prealbumin from
human plasma, 1 mg), hemopexinu (Hemopexin from human plasma, 500 pg),
a-1-antitrypsinu (Alpha-1-antitrypsin from human plasma, 1 mg) a a-1-antichymotrypsinu
(Alpha-1-antichymotrypsin from human plasma, 1 mg) byly také od firmy Sigma-Aldrich
(Praha, Ceska republika).

K piipravé vzorkli jsme pouzivali destilovanou vodu uréenou pro HPLC (Water for
chromatography, Merck, Praha, Ceska republika) a k pfipravé mobilnich fazi nasledujici
reagencie: acetonitril (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika), dihydrogenfosforeénan sodny

(Lachema Brno, Ceské republika), kyselina trifluoroctové (Penta, Praha, Ceska republika).

3.1.1.2. Vyvoj a validace HPLC metody a testovani interferenci

Ackoliv byla publikovana fada studii tykajicich se stanoveni albuminurie metodou
HPLC, v zadném z recentnich ¢lankli jsme nenasli pfesné analytické podminky méteni. Pfi
zavadéni metody jsme vychdzeli z vice nez 20 let starého ¢lanku (Turpeinen U. et al., 1987),

ve kterém byly podminky presné definovany — tj. slozeni mobilni faze, teplota analyzy,
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vlnova délka detekce, typ kolony. Touto studii jsme se inspirovali i stran vySetfovanych
analytl (albumin, a-1-kysely glykoprotein a -2-mikroglobulin). Pfestoze byl dodrZen postup
analyzy publikovany v uvedeném clanku, nebylo dosazeno ucinné separace. Podminky
chromatografické analyzy musely byt opakované optimalizovany (vlnova délka, teplota,
slozeni mobilni faze a nakonec jsme zménili 1 chromatografickou kolonu). Metodu jsme
zavedli za nésledujicich analytickych podminek (Foitova M. et al., 2010):

e slozeni mobilni faze: slozka A) 0,1 % trifluoroctova kyselina ve vodé, slozka B) 0,1 %
trifluoroctova kyselina v 90 % acetonitrilu,

e kontinudlni gradient mobilni faze: v ¢ase 0 obsahuje mobilni faze 15 % slozky B
(85 % slozky A), procentudlni zastoupeni slozky B plynule nartsta do 15. minuty
analyzy, kdy je 100 %, 100 % zistava do 18. minuty, od které op¢t klesa na 15 % ve
20. minuté€ (ve které by méla byt analyza jiz ukoncena),

e prutok mobilni faze 1ml/min,

e teplota analyzy 35 °C,

e UV detekce pii 280 nm,

e kolona Zorbax 300 SB C 18 (Agilent Technologies, USA).

Dalsim krokem bylo testovani hypotézy o interferujicich proteinech.
B-2-mikroglobulin, o-1-antitrypsin a o-1-kysely glykoprotein byl od albuminu ucinné
separovatelny, transferin v nékterych analyzach s albuminem koeluoval (obr. 4, obr. 5).

Snazili jsme se objasnit diivod interferenci pouze v nékterych analyzach a standardni
vzorky albuminu a transferinu jsme analyzovali s riznym ¢asovym odstupem po ulozeni do
zasobniku vzorkl kapalinového chromatografu v ¢asech 0; 3 a 5,5 hodin (obr. 6). Zjistili
jsme, ze s cCasovym odstupem 5,5 hodin (tj. vzorek byl ulozen 5,5 hodin v z4sobniku
chromatografu pii laboratorni teploté) dochazi k posunu retencniho ¢asu transferinu smérem
k albuminu a ke zmenSeni vysSky elu¢nich kfivek a plochy pod kfivkou vySetfovanych
standardi (z toho vyplyvd, Ze s postupem casu dochazi téZ k poklesu jejich koncentraci).
Vzhledem k dlouhému trvani jedné analyzy (20 minut ¢istého Casu) byla tato metoda pro
stanoveni albuminurie nepouzitelna, protoze po analyze 10 az 15 vzorkl zacalo dochézet
k neZadoucim interferencim a snizovani koncentraci.

Obrazky 7 az 9 znazoriiuji ptiklady analyz pacientskych moci s G€¢innou a neucinnou

separaci albuminu od transferinu a dalSich proteint.
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Obr. 4. Utinna separace transferinu od albuminu, analyza standardnich vzorki
(za chromatografickych podminek podle Foitova M. et al., 2010)
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Obr. 5. Koeluce transferinu s albuminem, analyza standardnich vzorki
(za chromatografickych podminek podle Foitova M. et al., 2010)
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Obr. 6. Analyzy standardnich vzorka albuminu a transferinu v ¢ase 0 a s ¢asovym
odstupem 3 a 5,5 hodin po uloZeni do zasobniku vzorku kapalinového chromatografu

(za chromatografickych podminek podle Fotftova M. et al., 2010)

S postupem casu uchovavani vzorkii v zdsobniku dochdzi k posunu reten¢niho casu
transferinu smérem k albuminu a ke zmenseni vysky elucnich kiivek a plochy pod kiivkou
vySetfovanych standardd, pro ndzornost znazornéno jako piekryvani elu¢nich kiivek analyz
v Casech 0; 3 a5,5h.
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Obr. 7. Priklad analyzy pacientské moci s u€innou separaci albuminu od transferinu
(za chromatografickych podminek podle Foitova M. et al., 2010)
V horni ¢asti obrazku znédzornén pribéh celé analyzy, v dolni ¢asti vybér Casti analyzy

s eluéni kiivkou albuminu.
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Obr. 8. Priklad analyzy pacientské moci s neu¢innou separaci albuminu od transferinu
(za chromatografickych podminek podle Foitova M. et al., 2010)

Znézornén vybér casti analyzy s elucni kiivkou albuminu koeluujici s eluéni kiivkou
tranferinu. Z této analyzy nelze vyhodnotit koncentraci albuminu.
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Obr. 9. Priklad analyzy pacientské moci s neucinnou separaci albuminu od dalSich
proteini (za chromatografickych podminek podle Foitova M. et al., 2010)

Znazornén vybér ¢asti analyzy, ve které eluuje albumin. Pro nazornost kiivka pacientské moci
prekryta kiivkami standardG albuminu, transferinu a a-1-kyselého glykoproteinu. Z této
analyzy nelze urcit eluéni kiivku albuminu, natoz vyhodnotit jeho koncentraci.
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V dalsim postupu jsme se pokouseli upravit vzorky extrakci na pevné fazi s pouzitim
kolonek GracePure™ SPE C18-Aq (Grace). Analyzovali jsme jednak extrahované vzorky,
jednak odparky po extrakci rozpusténé v mobilni fazi. Predpokladali jsme, ze se podafi
odstranit neékteré retencni kiivky, které rusily analyzu, nebo Ze dojde ke zviditelnéni retencni

kiivku albuminu. Ani tento postup vSak nepfinesl zlepSeni v analyze pacientskych vzorkl
(obr. 10, obr. 11).
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Obr. 10. Uprava standardniho vzorku albuminu extrakci na pevné fazi

(za chromatografickych podminek podle Foitova M. et al., 2010); zndzornén standard
albuminu, extrahovany standard albuminu, odparek albuminu po extrakci rozpustény
v mobilni fazi; zndzornéno prekryvanim jednotlivych kiivek z riznych analyz
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Obr. 11. Uprava vzorku pacientské mo¢i extrakei na pevné fazi

(za chromatografickych podminek podle Foftovda M. et al., 2010); znizornéna analyza
nativniho vzorku moci, extrahovaného vzorku moci, odparku moci po extrakci rozpusténého
v mobilni fazi; zndzornéno prekryvanim jednotlivych kiivek z riznych analyz
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Podminky chromatografické analyzy jsme proto opét optimalizovali — opakované jsme
meénili teplotu analyzy, slozeni mobilni faze, detekéni vinové délky, typ chromatografické
kolony atd. V roce 2011 jsme zavedli nasledujici HPLC metodu pro stanoveni albuminurie
(Foftova M. et al., 2012):

e slozeni mobilni faze: slozka A) voda, slozka B) acetonitril, slozka C) 100 mM

NaH;POg4a slozka D) 1 % trifluoroctova kyselina,

e kontinualni gradient mobilni faze (prabéh v Case analyzy viz tab. 10),
e pratok mobilni faze 2 ml/min,

e teplota analyzy 22 °C,

e UV detekce pii 280 nm,

e trvani analyzy 8 minut,

e kolona Zorbax 300 SB-C3; 3,5 um; 4,6 mm x 50 mm (Agilent Technologies, USA).

Cas [min] A [%] B [%] C [%] D [%]
0 44,0 36,0 0 20
2 41,6 38,4 0 20
4 51,0 39,0 10
6 35,0 60,0 0 5
8 44,0 36,0 0 20

Tab. 10. SloZeni mobilni faze v pribéhu gradientové eluce

Retenéni €as albuminu je 3,02 minuty a béhem testovani nedochazelo k jeho posunu
(obr. 12), mez detekce je 2,7 mg/l a mez kvantifikace 7,8 mg/l. Kalibra¢ni kiivka byla
linearni v celém rozsahu (7 bodova kalibrace: 10, 30, 50, 100, 300, 600 a 800 mg/l,
2 = 0,99941). Koncentrace byly vypo&teny z plochy pikii. U standardd o koncentracich
albuminu 300 mg/l a vysSich dochézelo ke $tépeni jejich pikil (coz vSak neovlivnilo vysledky
kalibrace).

Zavedena HPLC metoda splnila poZadavky usp&$né wvalidace. Opakovatelnost
a reprodukovatelnost byla vyhodnocena z méfeni 20 analyz dvou kontrolnich vzorki:
K1 o koncentraci 70 mg/l a K2 o koncentraci 350 mg/l. Varia¢ni koeficienty opakovatelnosti
byly 5,0 % pro kontrolu K1 a 3,0 % pro kontrolu K2, varia¢ni koeficienty reprodukovatelnosti
4,0 % pro kontrolu K1 a 3,9 % pro kontrolu K2. Spravnost (tj. bias neboli tésnost shody mezi
pramérnou hodnotou koncentrace z fady vysledkli naSeho méteni a ocekavanou skutecnou
hodnotou koncentrace) byla v ptipadé opakovatelnosti 4,2 % pro kontrolu K1 a 2,5 % pro
kontrolu K2, v pfipadé reprodukovatelnosti 4,5 % pro kontrolu K1 a 2,1 % pro kontrolu K2
(Fortova M. et al., 2012; Klapkova E. et al., 2016).
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Obr. 12. Analyza standardniho vzorku albuminu
(za chromatografickych podminek podle Foftova M. et al., 2012)

Po zavedeni metody jsme ovétovali kvalitu naSeho standardu albuminu. Srovnavali
jsme koncentrace piipravenych kontrolnich vzorkli o koncentracich 60 mg/l a 320 mg/l
meétenim HPLC a imunoturbidimetricky (IT). Vysledky byly nasledujici: 60,4 + 2,6 mg/l 1T
vs. 58,5 £ 2,5 mg/l HPLC, p=0,26; 324,4 + 5,8 mg/l IT vs. 325,6 + 5,9 mg/l HPLC, p=0,61.
Tyto rozdily jsou statisticky nevyznamné, vysledky tedy potvrdily dostate¢nou kvalitu nami
pouzivaného standardu albuminu.

V dal$i fazi vyzkumu jsme zjisStovali separovatelnost o-1-kyselého glykoproteinu,
transferinu, hemopexinu, o-1-antitrypsinu, o-I-antichymotrypsinu a prealbuminu od
albuminu. Eluce o-1-kyselého glykoproteinu probiha v prvni minuté analyzy, jeho elucni
kiivka se §t€pi na dva piky. K eluci transferinu dochazi ptiblizné¢ ve druhé a hemopexinu
piiblizné ve cCtvrté minuté analyzy. VSechny tyto proteiny jsou od albuminu uc¢inné
separovatelné. Za testovanych podminek nedo$lo k eluci a-l-antitrypsinu ani o-1-
antichymotrypsinu, tyto bilkoviny tedy s albuminem neinterferuji. Analyza smésného vzorku
standardl vSech téchto bilkovin je uvedena na obrazku 13.

Elu¢ni kiivka prealbuminu se §tépi na né€kolik pikli, z nichZ ¢ast z nich s albuminem
koeluuje (obr. 14). Elu¢ni ¢as prealbuminu se pohybuje v rozmezi 2,5 a 4,5 minuty. Testovali
jsme zavaznost ovlivnéni analyzy albuminu pfitomnosti prealbuminu. Pfipravili jsme smésny

vzorek standardu albuminu o koncentraci albuminu 100 mg/l a standardu prealbuminu
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o vysoké koncentraci 50 mg/l. Koncentrace odvozena z piku albuminu se zvysila na 125 mg/l,
z Cehoz je zfejmé, Ze doSlo k vyznamnému ovlivnéni analyzy albuminu prealbuminem
(obr. 15).

Fyziologicka koncentrace prealbuminu v séru je 0,2 az 0,4 g/l a jeho exkrece moci je
méné nez 0,15 mg/l (Beetham R. et al., 1993; Devoto G. et al., 2006). Testovany smésny
vzorek albuminu a prealbuminu obsahoval koncentraci prealbuminu 50 mg/l, tedy vice nez
300nasobek horni hranice normalniho rozmezi v moci. V dostupné literatuie jsme nasli pouze
jednu studii (Tormey W. P. a O'Brien P. A., 1993) sledujici vyskyt vysokych koncentraci
prealbuminu v séru a moci. V této studii bylo vySetieno 9697 vzorkl a zvySené koncentrace
prealbuminu byly zjistény u 46 sérovych vzorkl (tzn. u 0,48 % ze vSech vySetiovanych
vzorkdl) a u 9 mocovych vzorkl (tzn. u 0,09 %). Vzhledem k t€mto zjiSténim a vzhledem
k velmi nizké fyziologické koncentraci prealbuminu v moc¢i je ovlivnéni analyzy albuminu
prealbuminem velmi nepravdépodobné a klinicky zanedbatelné. V piipad¢ pfitomnosti
prealbuminu v moc¢i je jeho koncentrace vétSinou niz§i nez detekéni limit. Pro stanoveni

albuminurie je interference albuminu s prealbuminem jak analyticky, tak klinicky irelevantni.

Norm.

! \ a-1-kysely glykaprotein transferin albumin

q 2 3 4 5 8 7

Obr. 13. Analyza smésného vzorku standardi albuminu, a-1-kyselého glykoproteinu,
transferinu, hemopexinu, a-1-antitrypsinu a a-1-antichymotrypsinu

(za chromatografickych podminek podle Foitova M. et al., 2012)

K eluci a-1-antitrypsinu a a-1-antichymotrypsinu nedochazi.
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Obr. 14. Analyza standardniho vzorku prealbuminu
(za chromatografickych podminek podle Foftova M. et al., 2012)
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Obr. 15. Analyza smésného vzorku standardi albuminu o koncentraci 100 mg/l
a prealbuminu o koncentraci 50 mg/l

(za chromatografickych podminek podle Fottova M. et al., 2012)

Koncentrace odvozena z piku albuminu se zvysila na 125 mg/I1.
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3.1.2. Imunoturbidimetricka metoda pro stanoveni albuminurie

Imunoturbidimetricky byla albuminurie vySetfovana automatickym analyzatorem
Cobas Integra 400 (Roche Diagnostics, Né¢émecko). Byla pouzita metoda Tina-
quant Albumin 2. generace (kat.C. 04469658, Roche Diagnostics, Né¢mecko) obsahujici
kalibrator C.f.a.s. PUC, (kat.¢. 03121305) a kontroly Precinorm PUC (kat.¢. 03121313)
a Precipath PUC (kat.¢. 03121291).

Metoda vyuziva polyklonalni ov¢i protilatky proti lidskému albuminu, které reaguji
s antigenem (tj. albuminem) ve vzorku a vytvaii komplex antigen/protilatka. Nésledna
aglutinace je zméiena turbidimetricky pii 340 nm.

Kalibra¢ni zavislost je nelinearni, Sestibodova kiivka. Pracovni rozsah metody byl
3-210 mg/l a mez detekce i kvantifikace albuminu v moc¢i 3,0 mg/l. Metoda byla
standardizovéana podle interni metody s navaznosti na referencni material CRM470.

V pribéhu této tfileté studie (probihajici v letech 2011-2013) i1 studie popsané
v dal$im textu (probihajici do roku 2015) jsme pouzili minimaln¢ 15 rtiznych lotl této metody
a neshledali jsme vyznamné ,,lot-to-lot™ diference. Variacni koeficient byl maximalné 5 % pro
kontrolu o koncentraci kolem 30 mg/l a 3,7 % pro kontrolu o koncentraci kolem 100 mg/l;

hodnoty bias byly maximalné 5 % pro obé& kontroly.

3.1.3. Testovani hypotézy o existenci imunonereaktivniho albuminu
Imunoturbidimetricky a HPLC jsme analyzovali vzorky dvou smésnych moci. Prvni
smésna moc¢ byla pfipravena ze vzorkil 30 moc¢i s imunoturbidimetricky fyziologickou
albuminurii (primérna koncentrace albuminu stanovena imunoturbidimetricky byla 4,4 mg/l).
Do této smeési byl pfiddn standard albuminu, vyslednd koncentrace stanovena
imunoturbidimetricky byla 79,1 = 1,7 mg/l (smés 1). Druha smé&snd moc byla ptipravena z 30
vzorkd moci s imunoturbidimetricky zjiSténou stfedné zvySenou albuminurii (kategorie
albuminurie A2 — dle tab. 2), vyslednd imunoturbidimetricky stanovena koncentrace byla
79,5 £ 2,1 mg/l (smés 2). Albuminurie byla méfena immunoturbidimetricky 1 HPLC 16krat

v obou téchto experimentalnich smésnych mocich.

3.1.4. Porovnani HPLC a imunoturbidimetricky stanovené albuminurie v pacientskych
vzorcich a sledovani vztahu k diagndze diabetes mellitus

Vzorky moci ke stanoveni albuminurie metodou HPLC byly ziskavany v prib&hu nasi
3let¢ studie jako zbytkovy materidl od pacientl, u nichz bylo vySetfeni albuminurie

(imunoturbidimetrickou metodou) soucasti jejich rutinniho vysetteni ve FN Motol.
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Hodnoty albuminurie stanovené imunoturbidimetricky jsme porovnavali s hodnotami
stanovenymi HPLC v souboru 1092 pacientii. Soubor tvotilo 636 diabetiki (384 pacientli
s diagnézou diabetes mellitus (DM) 1. typu, 222 pacientii s DM 2. typu a 30 pacientd s jinym
typem diabetu; 345 muzi a 291 zen; primérny veék £ vybérova smérodatna odchylka (SD):
50,1 £ 22,3 let) a 456 nediabetiki (244 patientli s onemocnénim ledvin vyjma diabetické
nefropatie, 55 pacientd s hypertenzi nebo sjinymi kardiovaskularnimi chorobami, 157
patientl s dal$imi diagnézami, napf. s onemocnénim traviciho traktu, s endokrinopatiemi atd,
250 muzi a 206 Zen; prumérny vék = SD: 33,9 + 27,0 let).

Vzorky 1. ranni mo¢i pacientii byly do laboratofe doruceny v plastovych zkumavkach
ur¢enych pro uchovavani moci (Sarstedt, Némecko) a po centrifugaci byla nejdiive vysetiena
albuminurie imunoturbidimetricky (a dal§i pozadovana vysetieni dle ordinace Iékait).
Zbytkovy material byl ptepipetovan do mikrozkumavek (Eppendorf) a byl bud’ ve stejny den
pouzit k vySetfeni albuminurie metodou HPLC nebo byl skladovan maximalné 4 dny pfi
teploté 2 az 8 °C (az do doby HPLC analyzy). Bezprostiedné pied analyzou byly vzorky moci
opét centrifugovany pii 4000 otackadch po dobu 10 minut a nasledné piepipetovany do

specialnich HPLC vialek.

3.1.5. Stanoveni kreatininu v moci

Zaroven se stanovenim albuminurie byla v pacientskych vzorcich moc¢i vySetfovana
koncentrace kreatininu (enzymova kolorimetrickd metoda, Enzymatic Creatinine 2, kat.c.
04992596, Siemens, USA; automaticky analyzator Advia 1800, Siemens, USA) a byl pouzit
kalibrator pro jednobodovou kalibraci SETPoint calibrator (kat.c. 09784096, Siemens, USA)
a kontroly Liquichek Urine Chemistry Control (kat.c. 397 level 1, a kat.c. 398 level 2,
BioRad, Mnichov, Némecko).

Stanoveni je navazano na standardni referencni material NIST SRM 967 metodou LC-
IDMS (liquid chromatography-isotope dilution mass spektrometry) a je zaloZeno na
enzymatické reakci Fossatiho, Prencipa a Bertiho, méfi se vysledna absorbance barevného

produktu pii 596/694 nm.

Kreatinin + H,O kreatinindza: Kreatin

Kreatin + H>O M Sarkosin + Urea

Sarkosin + H,O + O, S@rkosin oxidazq — Glycin + Formaldehyd + H,0,
H>0, + 4-aminoantipyrin + HMMPS _peroxiddza » modry pigment

HMMPS: N-(3-sulfopropyl)-3-methoxy-5-metylanilin
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Varia¢ni koeficienty byly v pribchu této tfileté studie (probihajici v letech 2011—
2013) i dal$ich studii (probihajici do roku 2015) maximalné 2,0 % pro ob¢ hladiny a hodnoty
bias maximalné 2,0 % pro level 1 a 5,5 % pro level 2. Detekéni limit pro mocovy kreatinin
byl 0,5 mmol/l a pracovni rozsah 0,1-21,6 mmol/l.

Referencni rozmezi pro dosp€¢lé muze i zeny bylo definovano: 5,7-14,7 mmol/l;
ve sbéru moci: pro muze 7,1-17,7 mmol/24 h, pro zeny 5,3-15,9 mmol/24 h. Pro déti je
vztazeno k véku ditéte: do 1 mésice: 1,2-—4,4 mmol/l, 0,4-0,6 mmol/24 h; 1 mésic az 1 rok:
0,4-5,4 mmol/l, 0,5-1,2 mmol/24 h; 1 rok az 5 let: 5,7-14,7 mmol/l, 1,0-4,2 mmol/24 h; 6 azZ
18 let: 5,7-14,7 mmol/l, 3,3-9,2 mmol/24 h.

Nasledné byl hodnocen pomér albumin/kreatinin, a to jak v pfipad¢ albuminurie

zmétené imunoturbidimetricky, tak HPLC.

3.1.6. Stanoveni glykovaného hemoglobinu v krvi

Glykovany hemoglobin HbA . byl stanoven v krvi vSech diabetikl a u 76 nediabetiki
HPLC metodou (automaticky analyzator Tosoh G8, Tosoh Bioscience, kat.C. 021560).
Analyzator pracuje s katexovou kolonou, kde dochazi k separaci 6 hemoglobinovych frakci
(v€etné¢ HbA|c) na zékladé rozdilného naboje jednotlivych molekul za pouziti mobilni faze
s ménicim se gradientem o 3 riznych koncentracich soli. Jednotlivé frakce jsou detekovany
méfenim absorbance na 2 vlnovych délkdch (415 a 510 nm). Pfed vlastnim
chromatografickym rozdélenim pfistroj pfidd ke vzorku hemolyzacni pufr. Pfistrojovy
software integruje plochu zaznamenaného chromatogramu a mnozstvi HbAi. vyhodnoti
v procentech z celkového mnoZstvi eluovanych frakci hemoglobinu.

K tzv. dvoubodové kalibraci byl pouzit HbAlc Calibrator set (kat.c. 018767, Tosoh
Bioscience) a jako kontrolni material HbAlc Control Set (kat.c. 021974, Tosoh Bioscience).
Variaéni koeficienty byly v prab&hu této ttileté studie (probihajici v letech 2011-2013)
maximalné 6,0 % pro kontrolu kolem 45 mmol/mol a maximalné 2,0 % pro kontrolu kolem
110 mmol/mol a hodnoty bias maximalné 12,0 % pro niZsi kontrolu a maximalné 5,0 % pro
vyssi kontrolu. Mez detekce byla 1 mmol/mol a pracovni rozsah 0—1000 mmol/mol.

Referen¢ni rozmezi pro zdravou dospélou populaci bylo definovano: 20-42 mmol/mol
a rozhodovaci meze pro kompenzované diabetiky: 43—53 mmol/mol. Stanoveni glykovaného
hemoglobinu bylo opét soucasti bézného vySetfeni téchto pacienti ordinovaného 1é¢kati FN

Motol. Zjistovali jsme korelacni vztahy mezi HbA . a albuminurii.
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3.1.7. Statistické zpracovani

Nejdiive jsme testovali rozlozeni dat a zjistili jsme jejich nenormalni distribuci.
Abychom piedesli zkresleni diky tomuto typu rozlozeni dat, pouzili jsme ke statistickému
zpracovani bootstrapované statistické analyzy s 404496 opakovanim (White I. R. a Thompson
S. G., 2003; Carpenter J. a Bithell J., 2000). Byl pouzit R statisticky program (R Core Team,
2015; Canty A. a Ripley B. D., 2015).

Bootstrapovou metodou byly pro jednotlivé soubory dat vypocteny priméry, 95 %
konfidencni intervaly, Spearmanovy korela¢ni koeficienty, byla provedena ANOVA analyza.
Hodnoty p< 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

Bootstrapovou metodou jsme testovali také linearni zavislost albuminurie stanovené
HPLC a albuminurie stanovené imunoturbidimetricky, a to nejdfive v souboru vsech 1092
pacientii a nésledné¢ (po rozdéleni tohoto souboru) v souborech diabetikii 1. a 2. typu
a nediabetikl. V piipad¢ zjisténi linearity bylo naSim cilem najit ptislusné korekéni rovnice
pro odhad HPLC albuminurie z albuminurie zméfené imunoturbidimetricky. Zavislost metod
jsme ovérili jesté Demingovou regresi, ktera je také doporucovana pro porovnani metod
v klinické biochemii (Armitage P. et al., 2002).

Pro statistické ucely jsme soubor pacientl rozdélili 1 podle véku na 8 vékovych

skupin: 0-5 let, 6-15 let, 16-30 let, 31-45 let, 46—60 let, 61-75 let, 7690 let a > 90 let.

3.2. Stanoveni moc¢ového NGAL u déti po transplantaci ledviny

3.2.1. Soubor pacientt

Kritéria pro zatazeni do studie: vSechny déti indikované k biopsii ledvinného
transplantatu kvili vzniku AKI sledované v letech 2013 — 2014 v détském transplantaénim
centru FN Motol. VSichni pacienti byli déle nez 21 dni po transplantaci ledviny, na udrZovaci
imunosupresivni 1écbé, bez znamek sepse.

AKI bylo definované podle pRIFLE (the pediatric Risk, Injury, Failure, Loss of
kidney function and End-stage kidney disease) kritérii (Akcan-Arikan A. et al., 2007).
Funkce ledvinného §tépu byla posuzovana podle glomerularni filtrace odhadnuté ze sérového
kreatininu pomoci Schwartzova vzorce (Schwartz G. J. et al., 2009).

Soubor tvotilo 15 détskych pacientii (12 chlapct a 3 divky) po transplantaci ledviny
prumérného veéku 14,8 + 2,8 let. Median ¢asu po transplantaci byl 0,4 roku (od 0,1 do 3,8

let). 13 déti dostalo ledvinny $t€p od zemielého darce; u 14 déti se jednalo o prvni
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transplantaci. Jedno dit€¢ podstoupilo preemptivni transplantaci (tj. transplantaci ledviny
jeste pred zahdjenim dialyzacéni 1écby).

VétSina déti uzivala trojkombinaci imunosupresiv: 13 déti uzivalo takrolimus, 12
kortikoidy, 10 mykofenolat mofetil, 3 azathioprin a 2 déti sirolimus. Renalni biopsie byly
klasifikovany podle BANFF kritérii (Sis B. et al., 2010). Na zaklad¢ vysledkt renalnich
biopsii byli pacienti klasifikovani do 2 skupin: do ,,skupiny pacienti s rejekci“ byli
zafazeni pacienti s histologickym nalezem akutni buné&fné nebo humoralni rejekce, do
»Skupiny pacienti bez rejekce* byli zafazeni pacienti s jinymi pfi¢inami AKI nezZ rejekce

Stépu.

3.2.2. Stanoveni NGAL v mo¢i

Koncentrace moc¢ového NGAL byly prospektivné stanovovany ve vzorcich prvni ranni
moci odebranych v den renalni biopsie chemiluminiscen¢ni mikro¢asticovou imunoanalyzou
(Chemiluminescent Microparticle Immunoassay technology, CMIA, kat. & 1P37-25,
automaticky analyzator Architect 14000, Abbott). Jedna se o dvoukrokovéd imunoanalyzu, kdy
b&hem prvniho kroku se ptida vzorek k paramegnetickym mikroc¢asticim, které jsou potazené
monoklonalnimi mySimi anti-NGAL protilatkami. NGAL ptitomny ve vzorku se navdze na
protilatky anti-NGAL na mikrocasticich. Po inkubaci a promyti se béhem druhého kroku
pfida konjugat monoklonalnich mySich anti-NGAL protilatek s akridinem. MnoZstvi NGAL
pfitomné ve vzorku je pfimo Umérné jednotkdm RLUs (relative light units, relativnim
svételnym jednotkdm)

K osmibodové kalibraci byly pouzity kalibratory Urine NGAL Calibrators (kat. €.
1P37-01), pracovni rozsah byl 1-1500 pg/l a pfi vyuziti automatického nafedéni az do
6000 pg/l, limit detekce 1 pg/l a limit kvantifikace 1,5 pg/l.

K validaci metody byly pouZity kontroly Urine NGAL Controls (kat.¢. 1P37-10) na
ttech hladinach (Control L: 20 pg/l, Control M: 200 pg/l a Control H: 1200 pg/l). Varia¢ni
koeficienty byly v pritbéhu této studie 1 studii popisovanych v dal§im textu maximalné 10,0 %
pro Control L, maximalné 12,5 % pro Control M a maximalné 4,5 % pro Control H; hodnoty
bias maximaln¢ 8,0 % pro Control L, maximalné 7,0 % Control M a maximalné 5,5 % pro

Control H. Vyrobcem byla definovana hodnota cut-off pro AKI: 131,7 pg/l.

3.2.3. Stanoveni sérového kreatininu
Koncentrace sérového kreatininu byly stanoveny enzymovou kolorimetrickou

metodou (Enzymatic Creatinine 2, kat.C. 04992596, automaticky analyzator Advia 1800,
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Siemens, USA, princip stanoveni viz kapitola 3.1.5.), byl pouzit kalibrator pro jednobodovou
kalibraci SETPoint calibrator (kat.cislo 09784096, Siemens USA) a kontroly Liquid Assayed
Multiqual (Level 1, kat.c. 694 a Level 2, kat.¢. 696, Biorad, Mnichov, Némecko). Varia¢ni
koeficienty byly v pritbéhu této studie i dale popsanych studii maximalné 2,5 % pro obé&
hladiny a hodnoty bias maximalné 6,0 % pro Level 1 a 1,5 % pro Level 2. Stanoveni je
navazano na standardni referen¢ni materidl NIST SRM 967 metodou LC-IDMS.

Detek¢éni limit pro sérovy kreatinin byl 5,0 pmol/l a pracovni rozsah
9,0-2652,0 umol/l. Referen¢ni rozmezi se odviji podle veéku ditéte; 0 az 7 dni: 53—97 umol/l,
7 dni az 1 mésic: 27-62 pmol/l, 1 mésic az 1 rok: 4-35 umol/l, 1 rok az 5 let: 440 umol/l,
6 az 9 let: 18-46 pmol/l, 10 az 11 let: 19-52 pmol/l, 12 az 18 let: 19-62 umol/l.

Ze stanovenych koncentraci kreatininu byly nasledné odhadnuty glomerularni filtrace

pomoci Schwarzova vzorce z roku 2009.

3.2.4. Stanoveni sérového ,,high senzitivity* C-reaktivniho proteinu

Koncentrace ,high senzitivity C-reaktivniho proteinu (hsCRP) byly stanoveny
imunoturbidimetrickou metodou (CRP-HS II LT R1, kat.¢. 462-39493, CRP-HS II LT R2,
kat. ¢. 468-39593, Wako Chemicals GmbH, Neuss, Némecko, automaticky analyzator Advia
1800, Siemens, USA). CRP obsaZzeny ve vzorku reaguje s kozi protilatkou proti lidskému
CRP navazanou na latexovych Casticich za vzniku nerozpustného komplexu, ktery zvySuje
turbiditu reakéni smési. Stupen turbidity je méfen opticky pii 596 nm a je imérny mnoZstvi
CRP ve vzorku.

K Sestibodové kalibraci byl pouzit CRP-HS LT Calibrator set HO, kat. ¢. 460-25801
(Wako Chemicals GmbH, Neuss, Némecko), limit detekce byl 0,2 mg/l a pracovni rozsah
metody 0,5-350,0 mg/l. Kontrola byla provadéna materidly Seronorm CRP liquid L-1, kat.¢.
202205 a Seronorm CRP liquid L-3, kat.¢. 213205 (SERO). Varia¢ni koeficienty byly 3,1 %
pro L-1 a 1,4 % pro L-2, bias 2,4 % pro L-1 a 4,5 % pro L-2. Metoda ADVIA 1800 CRP-HS

je navazana na referencni material CRM 470. Referencni rozmezi od 1 do 60 let: 0-5 mg/l.

3.2.5. Statistické zpracovani

Ke statistickému zpracovani byl pouzit GraphPad Prism statisticky software a R
statisticky program (R Core Team, 2015; Canty A. a Ripley B. D., 2015). Byly vypocteny
medidny, minima, maxima, priméry, vybérové smérodatné odchylky. Abychom piekonali
limitaci na$i studie, a sice maly pocet pacienti, k testovani rozdild mezi skupinami (pacienti

s rejekci a pacientd bez rejekce) jsme pouzili bootstrapovany t-test s 1000000 opakovanim
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(White I. R. a Thompson S. G., 2003; Carpenter J. a Bithell J., 2000; Davidson A. C.
a Hinkley D. V., 1997). Korela¢ni zavislosti byly hodnoceny stanovenim Spearmanovych

korelacnich koeficientli. Hodnoty p< 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

3.3. Stanoveni mocového NGAL u déti s akutnim nebo s chronickvmm onemocnénim
ledvin

3.3.1. Soubor pacienti

Soubor tvotilo 28 détskych pacient (16 chlapct a 12 divek) praimérného véku 4,7 +
6,4 let (od 1 mésice do 18 let; medidn 2 roky): ¢trnact pacientii s akutnim onemocnénim
ledvin (hypoxické postizeni ledvin, hemolyticko-uremicky syndrom), jedendct pacienti
s chronickym onemocnénim ledvin (nefroticky syndrom, IgA nefropatie) a tfi pacienti
s prerenalni azotémii. Kontrolni soubor tvofilo deset zdravych déti (8 chlapcti a 2 divky)

pramérného véku 8,0 £ 6,5 let (od 2 mésict do 16 let; median 10,5 let).

3.3.2. Stanoveni NGAL v mo¢i
Koncentrace NGAL v mo¢i byla stanovena ve vzorcich prvni ranni moci. Metodika je

uvedena v kapitole 3.2.2.

3.3.3. Stanoveni kreatininu v moci
Soucasné s koncentraci NGAL byl ve stejnych vzorcich moci stanoven i mocovy

kreatinin (metodika je uvedena v kapitole 3.1.5.) a byl po€itan pomér NGAL/kreatinin v moci.

3.3.4. Statistické zpracovani

Ke statistickému zpracovani byl pouzit R statisticky program (R Core Team, 2015;
Canty A. a Ripley B. D., 2015) a bootstrapované¢ metody statistickych vypocta s 1000000
opakovanim (vzhledem k malému poctu a nenormalni distribuci dat v n¢kterych souborech).
Byly vypocteny bootstrapované priméry, vybérové smérodatné odchylky, medidny atd. Ke
zjisténi statistickych rozdilli mezi vSemi soubory byla pouZita bootstrapovandi ANOVA
a nasledné ke zjisténi rozdili mezi dvéma soubory bootstrapovany Tukeyho HSD Post-hoc
test (White I. R. a Thompson S. G., 2003; Carpenter J. a Bithell J., 2000; Davidson A. C. a
Hinkley D. V., 1997).
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3.4. Stanoveni moc¢ového NGAL u dospélych pacienti po kardiochirurgickvch vvkonech

3.4.1. Soubor pacienti

Soubor tvofilo 10 pacientd ve véku 49 az 76 let (pramér 62,9 + 8,3 let, 8§ muzi a 2
zeny), ktefi podstoupili kardiochirurgicky vykon. U 4 pacienti byla pfedoperacné zvySena
koncentrace sérového kreatininu, ale pouze 1 pacient mél predoperacné diagnostikovanou
chronickou renalni insuficienci (jeho koncentrace kreatininu byla 157 umol/l, u ostatnich 3
pacientl byla koncentrace kreatininu jen mirn¢ nad referen¢nim rozmezim). Deviti pacientim
byla provedena revaskularizace myokardu pro ischemickou chorobu srde¢ni (1krat bez pouziti
mimotélniho ob&hu), jeden pacient podstoupil ndhradu aortalni chlopné pro stenozu.

Stav pacientli byl sledovan do druhého pooperacniho dne. Pooperacni pribéh byl
vyhodnocen jako ,,pribéh s renalnimi komplikacemi“ v pfipadé vzniku alespon jedné
z nésledujicich komplikaci:

- pokles diurézy pod 0,7 ml/kg/h,

- vzestup sérové koncentrace kreatininu nad dvojnéasobek ptedoperacni hodnoty,

- potieba diuretické podpory furosemidem v davce vyssi nez 1 mg/kg/den.

Jako ,,pribéh s obéhovymi komplikacemi® byl hodnocen stav, kdy bylo nutné podavat
noradrenalin v davce nad 0,25 pg/kg/min, dobutamin v davce nad 10 pg/kg/min, milrinon
v davce nad 0,35 pg/kg/min, levosimendan nebo pouzit mechanickou podporu obéhu.

Vzorky moci k vysetfeni byly odebirany po tvodu do celkové anestézie (Tpreop)
a dale v odstupu jedné (T1), péti (TS) a deseti hodin (T10) od konce operace resp. od piijmu
na jednotku intenzivni péce. Zaroven se stanovenim NGAL byla ve vzorcich mo¢i vySetiena

koncentrace kreatininu. Sérovy kreatinin byl vySetien v casech Tpreop, T1 a T10.

3.4.2. Stanoveni NGAL v mo¢i
Metodika je uvedena v kapitole 3.2.2.

3.4.3. Stanoveni kreatininu v séru a v moci
Metodika je uvedena v kapitolach 3.2.3. a 3.1.5. Referen¢ni rozmezi sérového
kreatininu v pfipadé dospélych je pro muze definovano: 55-96 umol/l a pro Zeny:

42—-80 pmol/l.

3.4.4. Statistické zpracovani
Pt statistickém zpracovani jsme postupovali podle doporuceni pro vyzkum v klinické

biochemii (Armitage P. et al., 2002; Swaminathan R., 2011). Nejdfive jsme testovali
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rozlozeni dat a zjistili jsme jejich nenormalni distribuci. Pomoci Kruskal-Wallisova testu jsme
testovali statistickou vyznamnost rozdilti mo¢ového NGAL, poméru moc¢ovy NGAL/mocovy
kreatinin a sérového kreatininu v pfipadé vSech Ctyf odbérti. Vyznamnost rozdili mezi
jednotlivymi dvéma odbéry u téchto markera jsme hodnotili Mann-Whitney testem. Korela¢ni
zéavislosti byly hodnoceny stanovenim Spearmanovych korela¢nich koeficientd. Hodnoty
p<0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné. Byly vypoclteny priméry, vybérové
smérodatné¢ odchylky, mediany. (Bootstrapované statistické metody jsme v tomto pripade
nepouzili proto, zZe jsme chtéli zachovat navaznost na nami jiz publikovany clanek (Fortova

M. et al., 2011) a statistické zpracovani uvedené v tomto clanku jsme zachovali.)

3.5. Stanoveni markeru poSkozeni ledvin u dospélvch pacientu po angiografii

3.5.1. Soubor pacientii

Soubor tvotilo 41 pacientli (24 muzt a 17 Zen) pramérného véku 66,4 + 11,0 let (od 39
do 85 let, median 67 let), ktefi podstoupili angiograficky vykon. 28 pacientli podstoupilo
selektivni koronarografii (zékladni diagndza byla u 25 pacientli chronickd ischemicka choroba
srdeCni, u 1 pacienta bolest na hrudi, u 1 pacienta angina pectoris a u 1 pacienta stendza
aortalni chlopng). 13 pacienti podstoupilo digitalni subtrakéni angiografii pro aterosklerdézu
koncetinovych tepen. U vétSiny pacientli se jednalo o planované nekomplikované vykony
s propusténim den nésledujici po vykonu. Z tohoto diivodu jsme nemohli provést vySetieni za
48 resp. 72 hodin po podani kontrastni latky a hodnotit pifipadny rozvoj kontrastem
indukované nefropatie.

V casech 0, 4 a 24 hodin (TO0, T4, T24) po podani kontrastni latky byly odebirany
vzorky séra k vySetieni kreatininu a cystatinu C a v ¢asech 0, 4, 12 a 24 hodin (T0, T4, T12,
T24) po podani kontrastni latky vzorky moci k vySetteni NGAL, NAG, albuminu,
a-1-mikroglobulinu a kreatininu. Tyto markery jsme hodnotili jednak v souboru vSech

pacient a jednak po jeho rozdeleni podle vstupni eGFwmprp Vv podsouborech

s eGF > 1,2 ml/s/1,73 m” a <1,2 ml/s/1,73 m".

3.5.2. Stanoveni kreatininu v séru a v mo¢i

Metodika je uvedena v kapitolach 3.2.3. a 3.1.5. Vzhledem k tomu, Ze stanoveni bylo
navazano na standardni referencni material NIST SRM 967 metodou LC-IDMS, pro odhady
glomerularni filtrace ze sérovych koncentraci kreatininu byla pouZzita modifikovanda MDRD

rovnice z roku 2005 (tab. 3).
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3.5.3. Stanoveni cystatinu C v séru

Koncentrace cystatinu C v séru byly stanoveny imunoturbidimetrickou metodou
pomoci automatického analyzatoru Advia 1800 (Siemens, USA). Vzorek lidského séra nebo
plazmy obsahujici stanovovany antigen se promicha s purifikovanou imunoglobulinovou
frakci kraliciho antiséra proti cystatinu C kovalentné navdzanou na uniformni polystyrenové
Castice. Probéhne imunochemicka reakce a dojde k aglutinaci ¢éastic. Vytvoreny zakal se méfi
pfi 545 nm.

Metoda uziva reagencie Cystatin C Immunoparticles ERM (kat. ¢. LX00410-2, Dako
Cytomation) a Reaction buffer 9 (kat. ¢. S236130, Dako Cytomation), kalibrator
k Sestibodové kalibraci Cystatin C Calibrator (kat. ¢. X 7912, Dako Cytomation) a kontroly
Cystatin C Control Set (level 1, level 2, kat.¢. X0973, Dako Cytomation). Pracovni rozsah
metody byl 0,48-7,10 mg/l a detekéni limit 0,15 mg/l. Variacni koeficienty byly 2,0 % pro
niz8i hladinu a 1,2 % pro vyssi hladinu, bias 2,9 % pro niz$i hladinu a 0,9 % pro vyssi
hladinu. Referen¢ni rozmezi pro vék 1 az 50 let bylo definovano: 0,55—1,15 mg/l a pro vék 50
az 150 let: 0,63 — 1,44 mg/I.

K naméfenému vysledku sérového cystatinu C systém automaticky vypocte

odhadovanou hodnotu glomerularni filtrace podle CAPA rovnice (Grubb A. et al., 2014).

3.5.4. Stanoveni NGAL v mo¢i
Metodika je uvedena v kapitole 3.2.2.

3.5.5. Stanoveni NAG v mo¢i

Koncentrace NAG (N-acetyl-B-D-glukosaminidazy) v moc¢i byly stanoveny
kolorimetrickou metodou N-acetyl-b-D-glucosaminidase (NAG) Assay (kat. ¢. DZ062A,
Diazyme, automaticky analyzator Advia 1800, Siemens, USA), pii které NAG hydrolyzuje
v alkalickém prostiedi substrat 2-methoxy-4-(2’nitrovinyl)-fenyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-
glukopyranosid (MNP-GIcNAc) na 2-methoxy-4-(2’nitrovinyl)-fenol. Koncentrace NAG je
pfimo imérna zméné absorbance pii 505 nm.

Metoda uziva kalibra¢ni materal k dvoubodové kalibraci Calibrator NAG (kat. €.
DZ062A-CAL, Diazyme) a kontroly NAG Controls (level 1, level 2, kat.c. DZ062A-CON,
Diazyme). Pracovni rozsah metody byl 5-30000 nkat/l, limit detekce 1,5 nkat/l. Varia¢ni
koeficienty byly 4,4 % pro nizsi hladinu a 2,6 % pro vyssi hladinu, bias 1,7 % pro nizsi
hladinu a 6,9 % pro vyssi hladinu. Referen¢ni rozmezi bylo definované pro mocovy NAG

vztazeny na mocCovy kreatinin a pro vék 15 az 60 let: 0—15,7 nkat/mmol kreatininu.
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3.5.6. Stanoveni albuminu v mo¢i imunoturbidimetricky a HPLC

Metodika je uvedena v kapitole 3.1.2. a 3.1.1.

3.5.7. Stanoveni a-1-mikroglobulinu v mo¢i

Koncentrace o-1-mikroglobulinu v moc¢i byly stanoveny imunoturbidimetrickou
metodou (alpha-1-Microglobulin TQ w/o Calib, kat. ¢. 03576116, Roche Diagnostics,
Némecko, automaticky analyzator Advia 1800, Siemens, USA). Antigen (a-1-mikroglobulin)
stanovovany v mo¢i reaguje sovC¢i polyklondlni protilatkou proti lidskému
a-1-mikroglobulinu. Vznikne nerozpustny imunokomplex a vytvofeny zakal se mefi
turbidimetricky pii 340 nm.

Metoda uziva kalibracni materdl k pétibodové kalibraci Calibrator for automated
systems C.f.a.s. PUC (kat. ¢. 03121305) a kontroly Precinorm PUC (kat. ¢. 03121313)
a Precipath PUC (kat. ¢. 03121291), v§e od Roche Diagnostics, Némecko. Pracovni rozsah
byl 10200 mg/1 a limit detekce byl 5 mg/l. Variaéni koeficienty byly 7,2 % pro nizsi hladinu
a 6,8 % pro vyssi hladinu, bias 3,1 % pro nizsi hladinu a 3,8 % pro vyssi hladinu.

Referencni meze pro vék 15 az 60 let: 0—12 mg/1.

3.5.8. Statistické zpracovani

Nejdiive jsme testovali rozlozeni dat a zjistili jsme jejich nenormdlni distribuci.
Abychom piedesli zkresleni diky tomuto typu rozloZeni dat, pouzili jsme ke statistickému
zpracovani bootstrapované statistické analyzy s 1000 opakovanim (White I. R. a Thompson S.
G., 2003; Carpenter J. a Bithell J., 2000) a R statisticky program (R Core Team, 2015; Canty
A. aRipley B. D, 2015).

Byly vypocteny priméry, vybérové smérodatné odchylky, mediany atd. Ke zjiSténi
statistickych rozdilii ve vyvoji hodnot jednotlivych parametri v ¢ase (kreatininu, cystatinu C,

NGAL a dalsich), odlisnosti hodnot jednotlivych parametri mezi podsoubory s eGFmprp

> 1,2 ml/s/1,73 m a <1,2 ml/s/1,73 m’ a odlignosti vyvoje jednotlivych parametrii v Case mezi
témito podsoubory jsme pouzili bootstrapovanou dvoucestnou ANOVA analyzu, ke zjisténi
rozdili mezi dvéma casy odbéri u jednotlivych parametri jsme nasledné pouzili
bootstrapovany Tukeyho HSD Post-hoc test. Provedli jsme bindrni porovnani eGF z MDRD
rovnice a zhodnot cystatinu C. Korela¢ni zavislosti mezi jednotlivymi parametry byly
hodnoceny stanovenim Spearmanovych korelac¢nich koeficientd. Hodnoty p<0,05 byly

povazovany za statisticky vyznamné.
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4. VYSLEDKY

4.1. Stanoveni albuminurie HPLC a sledovani vztahu k diagnoze diabetes mellitus

4.1.1. Stanoveni albuminurie HPLC v ndhodné vybranych vzorcich pacientskych moci
Po tuspésné validaci HPLC metody a vylouceni vyznamnych interferenci jsme
analyzovali n¢kolik ndhodnych vzorkl pacientskych moci. Zjistili jsme vyznamny rozdil mezi
imunoturbidimetrickou metodou a HPLC. Ve vzorcich moci s vysokou koncentraci albuminu
(cca od 250 mg/l) dochazelo ke $tépeni elucni kiivky albuminu (coz jsme zaznamenali
i u standardii albuminu uréenych ke kalibraci). Hypoteticky by tento jev mohl souviset
s tvorbou dimeri nebo trimera ve vyssich koncentracich. Analyzy pacientskych vzorkil jsou

znazornény na obrdzcich 16 a 17.

T I I
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Obr. 16. Analyza vzorku pacientské moci

(za chromatografickych podminek podle Foitova M. et al., 2012)

Koncentrace stanovena imunoturbidimetricky byla 46,3 mg/l a HPLC 60,0 mg/l (HPLC
hodnota o 30 % vyssi).
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Obr. 17. Analyza vzorku pacientské moci se §t€penim piku albuminu

(za chromatografickych podminek podle Foftova M. et al., 2012)

Koncentrace stanovend imunoturbidimetricky byla 213,0 mg/l a HPLC 280,8 mg/l (HPLC
hodnota o 32 % vyssi).

4.1.2. Testovani hypotézy o existenci imunonereaktivniho albuminu

V experimentéalni smésné moci 1 s arteficialné pfidanym standardem albuminu jsme
neshledali statisticky vyznamny rozdil v hodnotdch albuminurii stanovenych obéma
metodami. Koncentrace albuminu stanovend imunoturbidimetricky byla 79,1 + 1,7 mg/l
a koncentrace stanovena HPLC 82,5 + 1,6 mg/l, tj. primérné pouze o 4 % vyssi, p = 0,052
(u obou metod se jednalo o primérné koncentrace 16 analyz).

Oproti tomu, v experimentalni smésné moci 2 ptipravené z pacientskych vzorki
s imunoturbidimetricky zmétenou sttedné zvySenou albuminurii 79,5 + 2,1 mg/l byla HPLC
zjisténa hodnota 99,9 + 1,7 mg/1 (opét primerné koncentrace 16 analyz), tj. primérné o 26 %
vyssi, p<0,001. Vysledky analyz jsou uvedeny na obrazcich 18 a 19.

Vysledky analyz smésnych moc¢i (vyznamné rozdily mezi metodami ve smésné
mo¢i 2) nasvédCuji na existenci imunonereaktivniho albuminu, jenz ztratil svoji
imunoreaktivitu pravdépodobné pii priichodu rendlnimi tubuly a nelze jej zachytit
imunochemickymi metodami, a potvrzuji dostatecnou kvalitu naseho standardu albuminu
(téméf stejné koncentrace albuminu stanovené obéma metodami ve smésné moci 1). Tyto
vysledky spolecné s vysledky testovani hypotézy o potencidlnich interferencich téz prakticky

vylu€uji moznost systematického nadhodnocovani hodnot albuminurie metodou HPLC.
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Obr. 18. HPLC analyza experimentilniho smésného vzorku 1 s arteficialné stiedné
zvySenou albuminurii (za chromatografickych podminek podle Foitova M. et al., 2012)
Smésny vzorek z 30 vzorkli moci s imunoturbidimetricky (IT) fyziologickou albuminurii
s pfidanym standardem albuminu, koncentrace stanovend IT 79,1 = 1,7 mg/l a HPLC 82,5 +
1,6 mg/1 (statisticky nesignifikantni rozdil mezi metodami).

Horm. —|
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Obr. 19. HPLC analyza experimentilniho smésného vzorku 2 s realnou stiedné
zvySenou albuminurii (za chromatografickych podminek podle Foitova M. et al., 2012)
Smésny vzorek z 30 vzorkii moci s imunoturbidimetricky (IT) stanovenou stfedné zvySenou
albuminurii, koncentrace stanovend IT 79,5 £ 2,1 mg/l a HPLC 99,9 + 1,7 mg/l (rozdil
pramérnych hodnot 26 %, p< 0,001).
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4.1.3. Porovnani HPLC a imunoturbidimetricky stanovené albuminurie v pacientskych
vzorcich a sledovani vztahu k diagndze diabetes mellitus

Albuminurie stanovena HPLC byla vyznamné vysS$i nez albuminurie stanovena
imunoturbidimetricky jak v souboru vSech diabetikiit [HPLC stanovena primérna hodnota a
95 % konfidenéni intervaly: 159,8 mg/l (118,6 mg/l; 201,3 mg/l) vs. imunoturbidimetricky
stanovend prumérna hodnota a 95 % konfiden¢ni intervaly: 136,5 mg/l (98,8 mg/l;
174,4 mg/1)], tak po rozdéleni tohoto souboru na diabetiky 1. a 2. typu, a také v souboru
nediabetikil (ve vSech ptipadech p < 0,001; obrazek 20).

500
p<0,001
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Obr. 20. Albuminurie stanovena imunoturbidimetricky a HPLC v souboru diabetiki

1. typu (N=384), diabetikii 2. typu (N=222) a nediabetikii (N=456)

Vysledky jsou vyjadfeny jako primeéry (vyjadieny Ciselné a jako sloupcové grafy) a 95 %
konfiden¢ni intervaly (zndzornény jako usecky vychazejici ze sloupcovych grafi).

Priméré rozdily v albuminuriich stanovenych HPLC a imunoturbidimetricky
v zavislosti na vysi imunoturbidimetricky stanovené albuminurie jsou uvedeny v tabulce 11.
Rozdily byly nejvétsi v oblasti imunoturbidimetricky stanovené albuminurie do 15 mg/l, kde
HPLC vysledky byly v souboru vSech pacientll primémé o 159 % vyssi. V této oblasti
koncentraci vykazovali statisticky vyznamné vyssi rozdily diabetici nez nediabetici (p<0,05) a
diabetici 1. typu nez 2. typu (p<0,01). V dalSich oblastech koncentraci se rozdily postupné

snizovaly, nezaznamenali jsme statisticky vyznamné rozdily mezi diabetiky a nediabetiky;
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v oblasti 15 az 29,9 mg/l jsme zjistili statisticky vyznamny rozdil mezi diabetiky 1. a 2. typu

(p <0,01), ostatni rozdily mezi témito skupinami byly statisticky nevyznamné (tab. 11).

Albuminurie HPLC vysS$i o x % nez IT
Albuminurie X [%]
IT [mg/l] Cely soubor | Nediabetici Diabetici Diabetici 1. | Diabetici 2.
(N=1092) (N=456) (N=636) typu (N=384)| typu (N=222)
<15 159,0+91,6 | 153,6+954| 161,8+89,6 | 167,2+90,5| 149,8+90,7
15-29,9 52,5+42.8 51,6 +40,9 53,2+ 44,6 58,3 +47,8 38,2+32,8
30-99,9 22,3+19,1 22,1 +21,5 22,5+16,9 21,0+ 16,0 23,2+ 16,9
100 —299,9 15,3 +13,5 15,6 £12.3 15,0 £ 14,7 15,6 £17,3 14,6 £12,0
>300 133+12,5 | 13.6+129 | 129+122 | 13,6+149 | 124+82

Tab. 11. Procentualni rozdil mezi HPLC a imunoturbidimetricky (IT) stanovenou
albuminurii v souboru vSech pacienti a po jeho rozdéleni na nediabetiky a diabetiky
(a po rozdéleni na diabetiky 1. a 2. typu) v zavislosti na IT stanovené albuminurii
Vysledky uvedené jako priiméry + vybérové smérodatné odchylky.

Albuminurie stanovenda HPLC vyznamné korelovala s albuminurii stanovenou
imunoturbidimetricky (korelacni koeficient 0,994) a vyznamné korelovaly téz poméry
albumin/kreatinin v mo¢i s HPLC vs. imunoturbidimetricky stanovenou albuminurii
(korelacni koeficient 0,999, obrazek 21).

V tabulce 12 jsou uvedeny hodnoty glykovaného hemoglobinu u diabetikll (kde byl
vySetfen u vSech pacientl) a nediabetiki (vySetfen u 76 pacientd). U nediabetiki byly
nalezeny fyziologické hodnoty, u diabetikti zvySené hodnoty, které se vyznamné liSily
u diabetikt 1. a 2. typu. Jednim z cilli naSi prace bylo zjistit, zda glykovany hemoglobin

koreluje albuminurie HPLC -

s imunonereaktivnim albuminem (vypoctenym jako:
albuminurie imunoturbidimetricky) nebo s albuminurii jako takovou ¢i dalSimi parametry
odvozené¢ od albuminurie. Zadnd vyznamna korelace mezi glykovanym hemoglobinem

a dalSimi parametry vSak nebyla nalezena (obrazek 21).

Nediabetici Diabetici Diabetici 1. typu | Diabetici 2. typu
(N=76) (N=636) (N=384) (N=222)
HbA1c 40,5 73,1 77,2 67,2
[mmol/mol] (39,6; 41,4) (71,1, 75,2) (74,6; 79,7) (63,8; 70,6)

Tab. 12. Koncentrace glykovaného hemoglobinu HbA1c v souboru nediabetiki,
v souboru diabetikii a po jeho rozdéleni na soubory diabetikii 1. a 2. typu
Vysledky vyjadieny jako primérné hodnoty a 95 % konfidenc¢ni intervaly.
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Obr. 21. Bootstrapovana korela¢ni matice stanovenych markeri v souboru vSech
pacienti (N=1092)
HbA|.: glykovany hemoglobin, uCreat: kreatinin v mo¢i, AU Turbid: albuminurie stanovena
imunoturbidimetricky, AU HPLC: albuminurie stanovena HPLC
Potadi proménnych na svislé ose je stejné jako na horizontalni. Stupné Sedi koresponduji
s vyznamnosti korela¢nich zavislosti (viz t€Z stupnice pod korela¢ni matici), v jednotlivych
policcich (resp. v krouzcich) jsou uvedeny hodnoty korelacnich koeficientl, ptreskrtnutim
hodnot je zdliraznéna nevyznamnost korelac¢nich koeficientt (jejich p >0,1).

Z korela¢ni matice je napf. patrnd vyznamnost korelaci mezi albuminurii stanovenou
HPLC a imunoturbidimetricky (v korela¢ni matici koeficient 0,99; bez zaokrouhleni 0,994) a
mezi poméry albumin/kreatinin v mo¢i s HPLC vs. imunoturbidimetricky stanovenou
albuminurii (v korela¢ni matici koeficient 1; bez zaokrouhleni 0,999). Je z ni také jasné vidét,
ze glykovany hemoglobin nekoreloval s zadnym ze sledovanych markeri — tzn. ani
s albuminuriemi stanovenymi imunoturbidimetricky ¢i HPLC, ani s parametry od nich
odvozenymi, napf. s imunonereaktivnim albuminem (AU HPLC-AU Turbid).
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Soubor vSech pacientii jsme dale rozdélili podle imunoturbidimetricky stanovené
albuminurie hodnocené pomérem albumin/kreatinin v moc¢i. Po tomto rozdéleni bylo zjisténo,
ze 27 % pacientl s imunoturbidimetricky fyziologickou albuminurii (21 % diabetikd a 40 %
nediabetikli, primérnd albuminurie = SD: 1,86 + 0,67 mg/mmol kreatininu) se posunulo do
oblasti stfedn¢ zvySené albuminurie (A2) pii vyhodnoceni stejnych vzorkli metodou HPLC
(4,11 +£ 1,22 mg/mmol kreatininu). V pfipad¢ pacientl imunoturbidimetricky se stfedné
zvySenou albuminurii (A2) nastal posun do vyznamné zvysené albuminurie (A3) stanovené
HPLC pouze u 8 % znich (7 % diabetikii a 9 % nediabetiki s albuminurii stanovenou
imunoturbidimetricky: 25,42 + 3,59 mg/mmol kreatininu a HPLC: 33,76 £ 5,50 mg/mmol
kreatininu). Porovnani hodnot pomérG albumin/kreatinin v moc¢i (imunoturbidimetrie
vs. HPLC) v pfipad¢ pacientli s imunoturbidimetricky fyziologickou albuminurii je zndzornéno

na obrazku 22.
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Obr. 22. Pomér albumin/kreatinin v mo¢i (ACR) u pacienti s imunoturbidimetricky
stanovenou fyziologickou albuminurii

Hodnoty albuminurii stanovené imunoturbidimetricky a HPLC jsou u jednotlivych pacient
vyneseny nad sebou. 27 % pacientd s imunoturbidimetricky stanovenou fyziologickou
albuminurii se posunulo do oblasti HPLC stanovené stfedné zvySené albuminurie. Na obrazku
se nachdzeji HPLC vysledky téchto pacienti nad pferuSovanou carou (oddélujici oblast
fyziologické a stfedn¢ zvySené albuminurie (AU)).
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Bootstrapovanou metodou linearni regrese bylo zjisténo, Ze vysledky stanoveni
albuminurie imunoturbidimetricky a HPLC jsou silné linearné zavislé. Navic byly nalezeny
vyznamné rozdily v linearnich zavislostech u diabetikii a nediabetikti, v ptipad¢ diabetikti
pak také mezi diabetiky 1. a 2. typu. S tim souvisi i rozdilné koeficienty linearnich zavislosti
(smérnice neboli ,,slope a konstanta neboli ,,intercept®, tj. bod, ve kterém regresni piimka
protne osu y), které souviseji s pfitomnosti, a navic i s typem, diagnozy diabetes mellitus
(obrazek 23). Pomoci Demingovy regresni metody jsme ziskali obdobné vysledky
s vyznamnymi rozdily ve smérnici a interceptu (tab. 13).

Celkova albuminurie (tzn. imunochemicky reaktivni + imunochemicky nereaktivni
albuminurie, odvozend z HPLC stanoveni) mize byt odhadnuta z imunoturbidimetricky (IT)
stanovené albuminurie pouzitim nasledujicich korekénich rovnic (bootstrapované metody):
Pro diabetiky 1. typu: AUnpLc [mg/l] = 1,152 x AUt + 6,101;

Pro diabetiky 2. typu: AUppLc [mg/l] = 1,070 x AUrr + 11,911;
Pro nediabetiky: AUnpLc [mg/l1] = 1,162 x AUir + 0,164.
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Obr. 23. Rozdily v bootstrapované linearni zavislosti HPLC a imunoturbidimetricky
stanovené albuminurie u diabetiki 1. typu (N=384), 2. typu (N=222) a u nediabetiki
(N=456)

Jednotlivé naméfené hodnoty jsme nezobrazili zamérn¢ vzhledem k velkému poctu dat
(N=1062), regresni ptfimky by byly necitelné.
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Bootstrapovana linearni regrese Demingova linearni regrese

Hodnota | Cl.Low | CLHigh | p | Hodnota | ClLLow | CIL.High| p
Non- | Intercept 0,164 | -3,733 | 6,061 2,375 2,777 | 9,247
DM | Slope 1,162 1,141 1,183 | 0,855 0,821 0882 | ,
DM | Intercept 6,101 3932 | 8270 |o 4,650 -0,007 | 8,632 | o
typ 1 | Slope 1,152 1,104 1,120 | S 1,166 1,093 1252 | 8
DM | Intercept | 11,911 | 5813 | 18,009 |~ | 11,340 | 2,451 | 20,955 | ~
typ 2 | Slope 1,070 1,012 1,128 1,072 0,984 1,160

Tab. 13. Parametery bootstrapované lineararni regrese a Demingovy linearni regrese
pFi porovani albuminurie stanovené HPLC a imunoturbidimetricky u nediabetiku
(N=456), diabetikii 1. typu (N=384) a diabetiku 2. typu (N=222)

Vsechny hodnoty jsou v jednotkach mg/l, CI: 95 % konfiden¢ni intervaly (dolni a horni mez).

Vysledky bootstrapované metody ANOVA jsou uvedeny v tabulce 14. Byly nalezeny
vyznamné rozdily mezi diabetiky a nediabetiky v hodnotich glykovaného hemoglobinu,
mocového kreatininu a poméru albuminurie HPLC/albuminurie IT. Stejné parametry se liSily
mezi ruznymi veékovymi skupinami. Albuminurie jako takovd se vyznamné neliSila ve
skupin¢ diabetikd a nediabetiki, ani v pfipad¢ testovani dalSich sledovanych charakteristik

¢i jejich kombinaci (napt. v€ku, pohlavi atd.).

Hodnoty p
5
=
=
5 = S| =
E = = < | <
E D < 1 !
3} ) s s 3} <
] ] — ) ) o a
< E = = E = = = =
= E = = = = = =) =
T =) < < < < < < N
DM (ano/ne) <0,001 | 0,007 | 0,078 | 0,097 | 0,053 0,058 | <0,001 | 0,672 | 0,368
Pohlavi (M/Z) 0,173 | <0,001 | 0,696 | 0,752 ] 0,342 | 0,358 | 0,441 | 0,729 0,735
Vek (skupiny) 0,030 | <0,001 | 0,344 | 0,382 ] 0,167 | 0,169 | <0,001 | 0,852 | 0,459
DM x pohlavi <0,001 | <0,001 | 0,063 | 0,081 | 0,020 | 0,022 | 0,021 | 0,720 | 0,260
DM x vék 0,001 | 0,002 | 0,318 0,357 0,267 0,285 <0,001 | 0,885 | 0,673
Pohlavi x vék 0,003 | <0,001 | 0,307 | 0,342 ] 0,124 | 0,123 | <0,001 | 0,914 | 0,463
DM x vék x pohl. | 0,003 | <0,001 | 0,732 ] 0,148 | 0,120 0,127 ] <0,001 | 0,790 | 0,526

Tab. 14. Bootstrapovana ANOVA v souboru vSech pacienti (N=1092)

Statisticky vyznamné hodnoty ,,p* jsou znazornény tucné. Glykovany hemoglobin HbAjc,
mocovy kreatinin Ugrear @ pomér AUnpLc/AUrr vykazuji vyznamné rozdily mezi diabetiky
a nediabetiky a mezi vékovymi skupinami. Imunonereaktivni albumin je vyjadien rozdilem:
AUgnpLc - AUrt. (IT: imunoturbidimetrie, AU: albuminurie).
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4.2. Stanoveni moc¢ového NGAL u déti po transplantaci ledviny

4.2.1. Stanoveni pri¢iny AKI, vysledky renalnich biopsii

Ctyfi pacienti mé&li biopsii prokdzanou akutni rejekci transplantované ledviny (,,soubor
s rejekei®): akutni bunécénd rejekce podle BANFF klasifikace typ IA byla prokazana u dvou
pacientli, akutni humoralni rejekce také u dvou pacientti. U jedendacti déti byla prokézéana jina
pricina AKI: u ctyf déti dehydratace, u tii déti tzv. hrani¢ni zmény, u jednoho ditéte
taktrolimova nefrotoxicita, u jednoho ditéte mirné aterosklerotické zmény u darce ledviny,
u jednoho ditéte intersticialni fibréza a tubularni atrofie, u jednoho ditéte chronicka humoralni

rejekce.

4.2.2. Mocové koncentrace NGAL a ostatni biochemické nalezy

Priméma odhadnutd glomerularni filtrace podle Schwartzova vzorce byla

49 + 16 ml/min/1,73 m’ (0,82 +£ 0,27 ml/s/1,73 mz). Priimérna hodnota hsCRP byla <0,5 mg/I1.

Median mocovych koncentraci NGAL v souboru pacienti s rejekci se vyznamné
nelisil od medidanu NGAL v souboru pacientl bez rejekce (7,3 pg/l, rozmezi 3,0-42,3 ng/l
vs. 8,6 ug/l, rozmezi 3,4-57,8 pg/l; p = 0,48; obrazek 24).
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Obr. 24. Mocové koncentrace NGAL (U-NGAL) u détskych pacientt s rejekéni pri¢inou
(soubor pacienti s rejekci, N=4) a jinymi pri¢inami (soubor pacienti bez rejekce, N=11)
akutniho poSkozeni transplantované ledviny

Vysledky vyjadireny jako priméry a 95 % konf. intervaly, téZ vyneseny jednotlivé hodnoty.
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Byly nalezeny signifikantni korelace mezi mocovym NGAL a eGF (r = -0,77;
p<0,001; obrazek 25) a mezi moCovym NGAL a sérovym kreatininem (r = 0,81; p<0,001).

Mezi mocovym NGAL a sérovym hsCRP vyznamna korelace nalezena nebyla.
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Obr. 25. Negativni korela¢ni vztah mezi mocovymi koncentracemi NGAL (U-NGAL)
a odhadnutou glomerularni filtraci (ze Schwartzova vzorce) v souboru vSech détskych
pacientii s akutnim poSkozenim ledvin (N=15)

4.3. Stanoveni mocového NGAL u déti s akutnim nebo s chronickvmm onemocnénim
ledvin

Zvysené koncentrace mocového NGAL byly zjistény u vSech pacientll s akutnim
poskozenim ledvin (AKI), hodnota cut-off pro AKI (131,7 pg/l) byla pitekrocena 2,7
a vicekrat (minimalni koncentrace byla 354,3 pg/l; primér + SD: 2499.,8 + 451,4 pg/l).
U Zadného pacienta z dalSich vySetfovanych soubort neptekrocila hladina NGAL hodnotu
cut-off pro AKI, u souboru s chronickym onemocnénim ledvin (CKD) byla maximalni
hodnota 99,4 pg/l (primér = SD: 22,8 £ 7,4 ug/l), u souboru s prerenalni azotémii (PA)
56,0 pg/l (primér + SD: 45,2 + 2,7 ug/l) a u kontrolniho souboru 51,0 ug/l (primér + SD:
10,8 £ 3,2 pg/l). Soubor pacientli s prerendlni azotémii tvofili pouze 3 pacienti, s dalSimi
soubory jsme tento maly soubor mohli porovnavat jen diky uziti bootstrapovanych

statistickych metod. Byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily (p<0,001) mezi vSemi
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soubory pacientt: tj. mezi AKI a PA, AKI a CKD, AKI a kontrolnim souborem, PA a CKD,
PA a kontrolnim souborem, CKD a kontrolnim souborem. Vysledky jsou zndzornény

na obrazku 26.
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Obr. 26. Vysledky vySetieni mocového NGAL v souborech pacienti s akutnim
poskozenim ledvin (AKI), prerenalni azotémii (PA), chronickym onemocnénim ledvin
(CKD) a u kontrolniho souboru zdravych déti (Kontrola)
Vyjadieno jako bootstrapované boxplot grafy, osa y vyjadifena v logaritmickém méfitku,
statisticky vyznamné rozdily mezi v§emi soubory (p <0,001).

Hodnoty mocového NGAL vztazené na mocovy kreatinin zobrazuje obrazek 27.
Hodnota cut-off U-NGAL/U-kreatinin pro AKI neni bézné v diagnostickych soupravach
definovéna, proto jsme pro hodnoceni naSich vysledkd pouzili hodnoty cut-off uzivané

v klinickych studiich. VétSina studii uzivd hodnotu 15 pg/mmol (Tuladhar S. M. et al., 2009;
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Nickolas T. L et al., 2008), Ramirez-Sandoval uzil piisnéj§i hodnotu 59 png/g
tzn. 6,7 pg/mmol (Ramirez-Sandoval J. C. et al., 2014). U vSech pacienti s AKI byly tyto
hodnoty cut-off nékolikandsobné piekroceny (minimdlni hodnota U-NGAL/U-kreat byla
283,4 pg/mmol). Pacienti s prerendlni azotémii vykazovaly hodnoty U-NGAL/U-kreat:
38,3 ug/mmol, 24,5 pg/mmol a 7,8 pg/mmol, neboli hodnoty korigovaného NGAL piekrocily
i u (n€kterych) téchto pacienti hodnoty cut-off. Pfi uziti hodnoty cut-off 15 pg/mmol,
u pacientil s prerendlni azotémii byla tato hodnota ptekroCena maximalné 2,5krat, oproti
tomu, u pacientli s AKI minimaln¢ 19krat a maximaln¢ vice nez 8000krat. Ackoliv hodnoty
u obou souborti piekrocCily hodnoty cut-off, z vysledkli je patrny vyznamny rozdil mezi
soubory AKI a PA, ktery byl navic potvrzen bootstrapovanym Tukeyho testem (p < 0,00001).
Hodnota cut-off 15 pg/mmol (i 6,7 pg/mmol) byla ptekrocena u tii pacientti s CKD (hodnoty
U-NGAL/U-kreat: 37,7 pg/mmol, 19,4 pg/mmol a 19,3 pg/mmol), u ostatnich pacienti
z tohoto souboru byly hodnoty U-NGAL/U-kreat niz8i nez 3,6 pg/mmol; u celého souboru
s CKD pramér = SD: 8,0 + 3,2 pg/mmol. U Zzadného pacienta z kontrolniho souboru
zdravych déti hodnoty U-NGAL/U-kreat nepiekrocily hodnoty cut-off (maximalni hodnota
byla 4,1 pg/mmol; primér + SD: 1,6 + 0,3 ng/mmol). Byly nalezeny statisticky vyznamné
rozdily (p < 0,00001, tzn. statisticky jesté vyznamnéj$i neZ v pripadé nekorigovaného NGAL)
mezi vSemi soubory pacienti: tj. mezi AKI a PA, AKI a CKD, AKI a kontrolnim souborem,
PA a CKD, PA a kontrolnim souborem, CKD a kontrolnim souborem.

Dynamiku hodnot NGAL u né&kterych pacientd s akutnim poSkozenim ledvin
znazoriuje obrazek 28. U tif pacientl doSlo krozvoji AKI v disledku hemolyticko-
uremického syndromu (HUS), z toho pouze u jednoho pacienta jsme zachytli vyvoj hodnot
NGAL v prubéhu celého onemocnéni, tj. vzestup NGAL, hodnoty NGAL nad maximalni
stanovitelnou hodnotou (>6000 pg/l) a snizovani hodnot NGAL. Zbylé dva pacienty s HUS
jsme sledovali jiz ve fazi zlepSovani stavu a s tim korespondoval i pokles NGAL. U jednoho
pacienta doslo k rozvoji AKI v disledku ischemického poskozeni ledvin a obrazek 20
znazornuje jiz snizovani hladin NGAL.

Obrazek 29 zobrazuje pribéh hodnot poméri NGAL/kreatinin v moci u stejnych
pacientl. U pacienta ,,HUS 1% zacal tento pomé&r klesat diive neZ mo¢ovy NGAL a u pacienta
srendlni ischemii je na zafatku sledovaného obdobi patrny jesté vzestup poméru
NGAL/kreatinin v mo¢i (v tuto dobu jiz mocovy NGAL zacal klesat). Vyvoj ostatnich hodnot
téchto poméri je obdobny jako v piipadé mocového NGAL.
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Obr. 27. Vysledky vySetieni mocového NGAL vztaZzeného na mocovy Kreatinin
v souborech pacienti s akutnim poSkozenim ledvin (AKI), chronickym onemocnénim
ledvin (CKD), prerenalni azotémii (PA) a u kontrolniho souboru zdravych déti
(Kontrola)

Vyjadfeno jako bootstrapované boxplot grafy, osa y vyjadiena v logaritmickém méfitku,
statisticky vyznamné rozdily mezi v§emi soubory (p < 0,00001).
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Obr. 28. Priibéh koncentraci NGAL v moc¢i v ¢ase u ¢tyF pacientii s akutnim
poskozenim ledvin

3 pacienti s hemolyticko-uremickym syndromem (HUS), jednotlivé hodnoty znazornény jako
cerné¢ cCtverce a propojeny plnymi nebo pferuSovanymi c¢ernymi cCarami, 1 pacient
s ischemickym poSkozenim ledvin, jednotlivé hodnoty zndzornény jako Sedé kosoctverce a
propojeny Sedymi ¢arami.
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Obr. 29. Priitbéh poméru koncentraci NGAL/Kreatinin v moc¢i v ¢ase u ¢tyf pacienti
s akutnim poskozenim ledvin
Symbolika shodna s obr. 28, osa y vyjadiena v logaritmickém méfitku.
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4.4. Stanoveni moc¢ového NGAL u dospélych pacienti po kardiochirurgickvch vvkonech

4.4.1. Pooperacni renalni a obéhové komplikace, rozdéleni souboru pacienti

Pooperacni renalni komplikace byly zaznamenany u 4 pacientd (vSichni tito pacienti
méli i komplikace ob&hové), pooperacni obéhové komplikace u 6 pacientidl, 4 pacienti byli
zcela bez komplikaci. Vysledky vySetfeni jsme hodnotili jednak v souboru vSech pacientt

a jednak v souborech pacientii s renalnimi komplikacemi a bez nich.

4.2.2. Biochemické nalezy

Primérné hodnoty + vybérové smérodatné odchylky a medidny koncentraci NGAL
v mo¢i, poméri koncentraci NGAL/kreatinin v moci a koncentraci sérového kreatininu jsou

uvedeny v tabulce 15 az 17.

odbér U-NGAL U-NGAL/ U-Kkreat S-kreat
[ng/l] [ug/mmol] [umol/1]
Tpreop 8,2 £5,9(5,3) 0,54 £0,17 (0,57) 92,4 +£26,1(90,0)
T1 7,9 £4,0(7,3) 2,22 +1,16 (2,52) 97,8 +37,9 (91,0)
T5 10,1 £5,7(7,5) 3,15 £2,31(3,27) -
T10 16,4 +16,2 (11,5) 4,51 +6,05 (2,35) 131,4 +70,2 (116,5)

Tab. 15. Soubor vSech pacientii po kardiochirurgickych vykonech (N=10)

Vysledky vyjadieny jako praiméry £vybérové smérodatné odchylky, v zavorce tuéné mediany,
odbér Tpreop: preoperacné, po uvodu do celkové anestézie, T1: v odstupu 1 hodiny od konce
operace, T5: v odstupu 5 hodin od konce operace, T10: v odstupu 10 hodin od konce operace.

odb&r U-NGAL U-NGAL/ U-kreat S-kreat
[ng/l] [ng/mmol] [umol/1]
Tpreop 10,7 £7,7 (12,8) 0,52 £0,28 (0,57) 106,8 +36,3 (99,5)
T1 44 £0,8 (4,4) 1,10 £0,75 (1,10) 123,8 +48,3 (106,0)
T5 7,7 +4,8 (6,6) 2,54 +2,00 (2,29) -
T10 8,0 £4,6 (10,4) 1,87 £1,11(1,93) 180,8 +92.4 (143,5)

Tab. 16. Soubor pacientii s postopera¢nimi renalnimi komplikacemi (N=4)
Symbolika shodna s tab. 15.

odbér U-NGAL U-NGAL/ U-kreat S-kreat
[ng/l] [ng/mmol] [umol/1]
Tpreop 6,3 +4,4(4,8) 0,55 £0,09 (0,57) 82,8 + 12,7 (83,5)
T1 10,3 +3,2(9,9) 2,96 +0,57 (2,75) 80,5 £16,8 (79,0)
T5 13,4 +6,1 (14,5) 3,96 +2.88(3,72) -
T10 24,8 +20,7 (13,6) 7,15 £8,33 (2,69) 98,5 +22,4(102,5)

Tab. 17. Soubor pacientii bez postopera¢nich renalnich komplikaci (N=6)
Symbolika shodna s tab. 15.
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Primérné hodnoty koncentraci NGAL v moci nevykazovaly ani dvojnasobny vzestup
oproti predchozim hodnotam (tzn. odbér T1 vici odbéru Tpreop atd.) jak v souboru vsech
pacientll, tak v souborech pacientl bez renalnich komplikaci ani s rendlnimi komplikacemi.
Oproti tomu, poméry koncentraci NGAL/kreatinin v mo¢i dosahovaly vice nez
dvojnasobného vzestupu mezi prvnim a druhym odbérem ve vSech souborech, v souboru
pacientl s rendlnimi komplikacemi jsme navic zaznamenali vice nez dvojnasobny vzestup
i mezi druhym a tfetim odbérem. Pooperacni primérné hodnoty i hodnoty mediantit U-NGAL
a poméra U-NGAL/U-kreat byly zaznamendny vysSi v souboru pacienti bez rendlnich
komplikaci ve srovnani s pacienty srendlnimi komplikacemi. Oproti tomu, sérové
koncentrace kreatininu byly vyssi v souboru s rendlnimi komplikacemi.

Vzhledem k malému poctu pacientl jsme statisticky hodnotili pouze soubor vSech
10 pacientll, kde nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v hodnotach U-NGAL, v piipadé
poméru U-NGAL/U-kreat nebyl na 5 % hladiné¢ vyznamnosti téZ zaznamenan statisticky
vyznamny vztah (nejtésnéjsi vztah byl zjistén mezi odbérem Tpreop a T10, kdy p=0,07),
v piipad¢ kreatininu byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi odbérem Tpreop a T10
(p=0,03).

U Zadného ze sledovanych pacientli koncentrace NGAL v moci piedoperacné ani
pooperacné nepiesahla cut-off hodnotu pro AKI (131,7 ug/l), resp. byla vzdy hluboko pod ni,
nejvyssi naméfend koncentrace byla 48,6 pg/l (pacient 2 na obrazku 30). Dokonce
1 pooperacni hodnoty U-NGAL u pacienta s chronickou rendlni insuficienci byly nizké
(nejvyssi hodnota 7,5 pg/l), zatimco hodnota sérového kreatininu vyznamné stoupala
(157...318 umol/l).

Cut-off hodnota poméru NGAL/kreatinin v moc¢i pro AKI 15 pg/mmol (definovana
napi. ve studiich Tuladhar S. M. et al., 2009; Nickolas T. L et al., 2008) byla piekrocena
u jednoho pacienta bez renalnich, avSak s ob&hovymi komplikacemi v odbéru TI10
(16,8 pg/mmol). Jinymi autory byla hodnota cut-off definovadna jako 6,7 pg/mmol (Ramirez-
Sandoval J. C. et al, 2014). Pot¢ by nad hodnotou cut-off byl vysledek poméru
NGAL/kreatinin v moc¢i jesté¢ v odbéru T5 u stejného pacienta, kdy byla zjisténa hodnota
7,0 ug/mmol (pacient 2 na obrazku 31). Hodnoty pomérii u vSech dalSich pacienti ve vSech
odbérech dosahovaly maxima 3,7 pg/mmol.

Obrazeky 30 az 32 pro ilustraci znazoriiuji pritbé¢hy hodnot koncentraci mocového
NGAL, poméru NGAL/kreatinin v moc¢i a sérového kreatininu u 4 pacientii (pacient 1 se zcela
nekomplikovanym prib¢hem, pacient 2 s obéhovymi a nikoliv renalnimi komplikacemi,

pacienti 3 a 4 s rendlnimi a soucasn¢ s obehovymi komplikacemi).
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Obr. 30. Pribéh koncentraci NGAL v mo¢i u ¢ty pacientii podstupujicich
kardiochirurgicky vykon

Pacient 1: nekomplikovany pooperacni prubéh, jednotlivé hodnoty znazornény jako cerné
¢tverce a propojeny cernymi plnymi Carami; pacient 2: obéhové komplikace, jednotlivé
hodnoty jako Sedé ¢tverce propojené Sedymi plnymi Carami; pacienti 3 a 4: renélni a soucasné
obchové komplikace, jednotlivé hodnoty jako cerné trojihelniky propojené cernymi
preruSovanymi ¢arami, odbér Tpreop: preoperacné, T1, TS, T10: 1, 5, 10 hodin po operaci.
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Obr. 31. Prubéh poméru koncentraci NGAL/Kreatinin v moci u ¢tyf pacienti
podstupujicich kardiochirurgicky vykon, symbolika shodna s obr. 30
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Obr. 32. Prubéh koncentraci sérového kreatininu u ¢ty pacienti podstupujicich
kardiochirurgicky vykon, symbolika shodna s obr. 30

Pomér NGAL/kreatinin v mo¢i u vzorkt odebranych preoperacné vyznamné koreloval
s vékem pacienta (r = 0,92, p < 0,001, obr. 33), korelace v€k vs. U-NGAL byla méné

vyznamna (r = 0,80, p < 0,05), korelace vek vs. sérovy kreatinin nevyznamna (r = 0,27).
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Obr. 33. Korelace U-NGAL/U-Kkreatinin s vékem pacientii (N=10) u vzorka mo¢i
odebranych preoperacné, pro vékové rozpéti pacientd studie
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4.5. Stanoveni markeru poSkozeni ledvin u dospélych pacientu po angiografii

4.5.1. Rozdéleni souboru pacienti

Podle vstupni hodnoty odhadnuté glomeruldrni filtrace (MDRD) jsme soubor vsech

pacientll (N = 41) rozd¢lili na dva podsoubory: Soubor s eGF > 1,2 ml/s/1,73 m’ (,soubor

s eGF > 1,2%) tvoftilo 28 pacientd, 19 muzt a 9 zen, pramérného véku 61,5 + 10,7 let a soubor
s eGF <1,2 ml/s/1,73 m2 (s»soubor s eGF < 1,2%, nejnizsi vstupni eGF podle MDRD:

0,67 ml/s/1,73 m2) 13 pacientli, 5 muzd a 8 Zen, primérné¢ho véku 74,2 + 6,0 let. Vysledky
vysetfeni jsme hodnotili jednak v souboru vSech pacientii a jednak v téchto podsouborech
podle eGFwmprp. V dalS$im kroku jsme provedli binarni porovnani odhadi glomerularnich
filtraci z MDRD rovnice a z hodnot cystatinu C. Tuto metodu jsme pouzili vzhledem k tomu,
7e rovnice MDRD je v oblasti hodnot eGF > 1,2 ml/s/1,73 m? nepfesnd a neni zde
doporucovano uvadét konkrétni &islo (hodnotdim eGF < 1,2 ml/s/1,73 m? jsme pii tomto
statistickém testu piifadili ¢islo ,,0 a hodnotdm eGF > 1,2 ml/s/1,73 m? &islo ,,1¢ v obou
ptipadech odhadti GF). Zjistili jsme, ze odhadnuté¢ GF (z rovnice MDRD a z cystatinu C)
spolu vyznamné koreluji (p< 0,001), metody odhadu GF jsou tedy v naSich souborech
srovnatelné. Rozd¢leni podle vysledkii z MDRD rovnice (ve které figuruje z biochemickych

markerll pouze sérovy kreatinin) jsme zvolili proto, Ze se jedna o odhad GF v béZzné klinické

praxi dostupnéjsi nez odhad z cystatinu C.

4.5.2. Biochemické nalezy

Vysledky vySeteni jednotlivych sérovych a mocovych markerti v souboru vsech
pacientl a po jeho rozdé€leni v souborech pacientli s eGF < a > 1,2 jsou uvedeny v tabulce 18
az 23. Vysledky bootstrapované ANOVA analyzy jsou uvedeny v tabulce 24 a korelacni
matice mezi jednotlivymi markery na obrazku 34.

V pribéhu naseho sledovani nedoslo k vyznamnym zménam koncentraci sérového
kreatininu a cystatinu C, ani glomerularnich filtraci z téchto markerd odvozenych.

Doslo vSak ke zmé&nam nékterych mocovych markeri. Statisticky vyznamny vzestup
NGAL ve srovnani s vychozimi hodnotami byl zjiS§tén v ¢ase 12 hodin po podani kontrastni
latky (T12, p<0,05), v case 24 hodin po podani kontrastu (T24) bylo zvySeni jesSté
vyznamnéj$i (p<0,01). Mezi korigovanymi mocovymi koncentracemi NGAL (na mocovy
kreatinin) v ¢ase nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil. Cut-off hodnota pro AKI
131,7 pg/l byla ptekrocena jiz ve vstupnim vySetfeni u jednoho pacienta ze souboru s eGF

<1,2; v odbéru T4 hladina u tohoto pacienta sice klesla, avSak v dalSich odbérech opét
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vyznamné stoupala (v odbéru T24 hodnota >1500 pg/l). Korigovany NGAL na mocovy
kreatinin (cut-off pro AKI 15 pg/mmol dle Nickolase T. L. et al., 2008) byl u tohoto pacienta
v odbérech TO az T12 prakticky shodné zvySeny (cca 75 pg/mmol), vyznamny vzestup nastal
v odbéru T24 (>125 pg/mmol). V tomto souboru byla cut-off hodnota NGAL piekrocena jesté
u jednoho pacienta v ¢ase T4 (pomér NGAL/kreatinin byl u n¢ho nad hodnotou cut-off ve
vSech odbérech, v ¢ase T4 vsak nejvyssi); cut-off hodnota pouze korigovaného NGAL také
u jednoho pacienta, a to v ¢ase T4 (v tomto odbéru mél i nejvyssi hodnotu NGAL: 87 pg/l).
V souboru s eGF > 1,2 byla cut-off hodnota NGAL piekrocena u jednoho pacienta v odbérech
T12 a T24 (korigovany NGAL u né&j byl zvySeny pouze v odbéru T12), u dalSich dvou
pacientii pouze v odbéru T24 (avsak korigovany NGAL byl normélni), u jednoho pacienta
jsme zjistili zvySeny pouze korigovany NGAL, a to v ase T24.

Obdobné zmény v Case byly zaznamenany v pifipadé¢ mocového a-1-mikroglobulinu
(TO vs. T12: p<0,05; TO vs. T24: p<0,01). Tento marker se vyznamné 1i8il 1 mezi podsoubory
podle eGF, p<0,05. Jeho hodnoty (jak vstupni, tak vSechny dal§i po podani kontrastni latky)
byly s podivem vyssi v podsouboru s eGF > 1,2. Prekvapujici pro nas bylo také zjisténi, ze
vétSina mocovych koncentraci a-1-mikroglobulinu byla nad referenénim rozmezim: v piipadé
pacientii s eGF > 1,2 to bylo 82 % vstupnich hodnot a dokonce 99 % hodnot po podani
kontrastni latky a v pfipadé€ pacientii s eGF < 1,2 85 % vstupnich hodnot a 95 % hodnot po
podani kontrastni latky. Referenéni meze pro pomér mocovy a-1-mikroglobulin/mocovy
kreatinin nebyvaji bézné¢ definovany, v ¢lanku z roku 1996 (Tencer J. et al.,, 1996) jsme
nalezli horni mez pro tento pomér 0,7 mg/mmol; dalsi literatura uvadi horni mez o néco vyssi:
napt. 0,83 mg/mmol (Gan S. L. et al., 1994) nebo 1,7 mg/mmol (Yu H. et al., 1983). VSechny
zminéné mezni hodnoty by v nasi studii piekroc€ili hodnoty tohoto poméru vSech pacientli ve
vSech odbérech. Také v pfipadé korigovaného mocového a-1-mikroglobulinu byly zjistény
statisticky vyznamné zmeény v €ase (TO vs. T4; p<0,05).

V ptipadé mocového NAG byl zjistén statisticky hrani¢ni vzestup jeho koncentrace
v Case mezi odbéry TO a T24 (p=0,05). Pomér mocovy NAG/mocovy kreatinin statisticky
vyznamné souvislosti nevykazoval. Referenéni meze tohoto markeru byva zvykem uvadét
pouze korigované na mocovy kreatinin a byly piekroeny ve vSech ctyfech odbérech
u jednoho pacienta ze souboru s eGF > 1,2 (s klesajicim trendem 49...29 nkat/mmol, avSak
nekorigované hodnoty NAG u stejného pacienta vykazovaly naopak stoupajici trend
178...526 nkat/l) a u jednoho pacienta ze souboru s eGF < 1,2 (opét s klesajicim trendem
34...23 nkat/mmol a stoupajicim trendem nekorigovaného NAG 75...200 nkat/l), u jednoho

pacienta pouze v odbéru TO (ze souboru s eGF < 1,2), u ¢tyt pacientll pouze v odbéru T4
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(1 pacient ze souboru s eGF < 1,2; 3 pacienti ze souboru s eGF > 1,2) a u péti pacientll pouze
v odbéru T24 (3 pacienti ze souboru s eGF < 1,2; 2 pacienti ze souboru s eGF > 1,2). Mezi
mocovymi koncentracemi a-1-mikroglobulinu a NAG byl zjiStén vyznamny korela¢ni vztah
(r=0,80; p<0,05).

Albuminurie stanovend imunoturbidimetrickou i HPLC metodou, stejné tak jako jejich
poméry na kreatinin, se v zavislosti na podani kontrastni latky s casem statisticky vyznamné
neménily. Mezi témito markery albuminurie IT vs. albuminurie HPLC a albuminurie
IT/mocovy kreatinin vs. albuminurie HPLC/mocovy kreatinin byly zjistény vyznamné
korela¢ni vztahy (=0,999; p <0,001). V souboru pacientti s eGF < 1,2 vykazovali 4 pacienti
vstupni hodnoty albuminurie oblasti A2 v pfipad¢ imunoturbidimetrické metody a 6 pacientl
v ptipadé metody HPLC, u 1 pacienta byla zjiSténa obéma metodami albuminurie oblasti A3.
K vice nez dvojnasobnému zvySeni albuminurie (obéma metodami) doslo pouze u dvou
pacientil (se vstupni albuminurii z oblasti A2), a to jiz mezi odbérem TO a T4. V piipadé
souboru seGF > 1,2 byly nalezeny vstupni hodnoty albuminurie v oblasti A2
imunoturbidimetricky u 4 pacientt a HPLC u 10 pacientd. K vice nez dvojndsobnému
vzestupu albuminurie (obéma metodami) doslo u 6 pacientl mezi odbéry TO a T24 (z nichz 5
znich mélo vstupni albuminurii fyziologickou a v odbéru T24 v oblasti A2, 6. pacient
vykazoval vzestupy albuminurie v ramci oblasti A2).

Mocovy kreatinin se vyznamné ménil v Case, k vyznamnému vzestupu oproti vstupni
hodnoté TO a hodnoté v case T4 doSlo v asech T12 a T24 (p<0,01). Byl zjistén téz
vyznamny rozdil (p=0,008) mezi MDRD podsoubory: pacienti s eGF > 1,2 vykazovali vyssi
hodnoty mocového kreatininu ve vSech odbérech. V €asech TO a T4 jsme nalezli vysoké
procento zastoupeni koncentraci kreatininu pod dolni hranici referencniho rozmezi (v souboru
s eGF > 1,2 to bylo 48 % pfipadii a v souboru s eGF < 1,2 dokonce 58 % ptipadll), nad horni
hranici referenéniho rozmezi jsme ve stejnych odbérech nalezli pouze 5 % vysledki
ze souboru s eGF > 1,2. V casech T12 a T24 jsme nalezli naopak znacné zastoupeni
mocového kreatininu nad referencni rozmezi (15 % piipadi v souboru s eGF < 1,2 a 45 %
ptfipadli v souboru s eGF > 1,2), nizky kreatinin byl v téchto odbérech u 15 % pacientli ze
souboru s eGF <1,2 a pouze 4 % pacientil ze souboru s eGF > 1,2.

Vsechny sledované markery se chovaly v obou podsouborech (podle eGFmprp)
obdobn¢ mezi jednotlivymi odbéry (nebyly zjistény statisticky vyznamné diference v Case

mezi podsoubory, viz posledni sloupec v tabulce 24).

98



Odbér TO T4 T24
S-kreat 77,5 +£24,5 80,1 + 19,8 83,2 +274
[umol/1] (41,0; 73,0, 148,0) (43,0, 77,5; 142,0) (44,0; 75,3; 146,0)
eGFvprp nelze spocitat* nelze spocitat* nelze spocitat*

[ml/s/1,73 m’]

(0,67;>1,2; >1,2)

(0,69; >1,2; >1,2)

(0,55;>1,2; >1,2)

S-Cystatin C 1,16+0.27 1,15+ 0,30 1,16 0,33
[mg/l] (0,65; 1,15; 2,04) (0,70; 1,09; 2,17) (0,67; 1,04; 2,12)
eGFcyst 1,24 40,53 127+ 0,54 1,29 + 0,54

[ml/s/1,73 m']

(0,43; 1,13; 2,91)

(0,38; 1,23; 2,57)

(0,40; 1,32; 2,77)

Tab. 18. Vysledky vySetieni sérovych parametriu a eGF v souboru vSech pacienta (N=41)
Vysledky vyjadieny jako praiméry £vybérové smérodatné odchylky, v zdvorkach minima,
tuén¢ medidny a maxima, odbéry TO, T4, T24: 0, 4, 24 hodin po podani kontrastni latky,

* yzhledem k nepiesnosti MDRD rovnice v oblasti > 1,2 ml/s/1,73 m? nad touto hodnotou
neuvadéno konkrétni &islo, ale > 1,2 ml/s/1,73 m?, proto priamér + SD nelze spoditat.

Odbér TO T4 T12 T24
U-Kkreat 75+53 6,2+4,7 12,4+ 6,4 15,3 +12,2
[mmol/1] (0,8; 6,4; 27,1) (0,9; 5,0; 29,2) (2,8:10,2;353) | (0,9; 12,0; 54,6)
U-NGAL 36,5+ 99,2 31,2+47,5 54,6 £ 131,44 81,7 £234,6
[ug/l] (2,1;11,8;635,9) | (1,0;8,1;220,9) | (1.6;20,5811,4) | (1,3;27,7; 1500,0)
U-NGAL/U-kreat 5,08+11,97 6,08 £ 12,68 5,75+ 13,91 6,91 £ 19,51
[png/mmol] (0,42; 1,88;76,6) | (0,19;1,72;73.4) | (0,34;1,51;76,5) | (0,35;2,19; 125,0)
U-NAG 59,9 £48,5 50,5 £ 55,7 66,8 + 64,3 118,1 £111,2
[nkat/1] (5,0;42,2;180,2) | (5,0;36,1;268,5) | (5,0;:50,9;346,1) | (5,0;73,6,525.9)
U-NAG/U-Kreat 9,34+ 8,71 9,36 + 8,67 6,66 + 8,31 9,28 £ 7,67
[nkat/mmol] (2,04;7,22;49.4) | (0,93;7,78;42.3) | (0,61;4,74;44.4) | (0,36;7,20; 29.4)
U-a-1-m 37,9+ 37,0 474 +438 67,4+ 50,1 102,0 £ 150,9
[mg/1] (5,4;27,6;215,1) | (7,2;37,9;212,9) | (11,2;52,0;253,8) | (10,9; 64,9; 943,3)
U-a-1-m/U-Kkreat 6,07 + 8,84 8,11 £5,45 598 +£5,12 7,04+7,71
[mg/mmol] (2,04;4,49;59,7) | (3,05;7,12;35.2) | (1,93;4,89;32,5) | (2,65;5,34;52,7)
AUrr 54,0 +£273,8 40,9 + 187,2 48,0 +£223,3 132,7 +£592,2
[mg/1] (3,0;4,4; 1761,1) | (3,0;3,7;1189,1) | (3,0;4,7; 1434,1) | (3,0; 10,2; 3807,0)
AUrr/U-Kreat 14,0 £ 78,3 16,3 + 89,2 10,5 + 58,8 13,2+ 68,0
[mg/mmol] (0,24; 0,92; 503,2) | (0,27; 0,90; 566,2) | (0,10; 0,45; 377.4) | (0,17; 1,25; 437,6)
AUmnrLC 66,7 +296,3 50,6 +£207,5 82,3 +£382,5 145,3 £ 601,2
[mg/1] (7,8, 13,0; 1913,7) | (7.8; 12,3; 1340,0) | (7.8; 14,5; 2465,3) | (7.8; 19,0; 3869,6)
AUnrLc/U-kreat 16,9 + 84,9 19,0 +£ 99,2 18,0+ 101,0 14,6 + 69,0
[mg/mmol] (0,66; 2,66; 546,8) | (0,56;2,46; 638,1) | (0,26; 1,36; 648,8) | (0,42; 2,40; 444,8)

Tab. 19. Vysledky vySetieni mocovych parametri v souboru vSech pacientii (N=41)
Symbolika shodna s tab. 18.
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Odbér TO T4 T24
S-kreat 103,2 22,0 100,9 = 18,2 114,1 £21,8
[wmol/] (70,0; 100,0; 148,0) | (77,0; 101,5; 142,0) | (79,0; 113,0; 146,0)
eGFnmpRrD 0,88+ 0,13 0,88 + 0,13 0,78 + 0,13

[ml/s/1,73 m’]

(0,67; 0,88; 1,19)

(0,69; 0,91; 1,07)

(0,55; 0,77; 1,03)

S-Cystatin C 1,37+ 0,27 1,40 +£ 0,31 1,46 £ 0,37
[mg/1] (0,94; 1,40; 2,04) (0,97; 1,40; 2,17) (0,97; 1,41; 2,12)
eGFcyst 0,89 £ 0,28 0,87 +0,30 0,86 £ 0,38

[ml/s/1,73 m']

(0,43; 0,80; 1,57)

(0,38; 0,80; 1,49)

(0,40; 0,79; 1,49)

Tab. 20. Vysledky vySetieni sérovych parametria a eGF v souboru pacienti
s eGFmprp < 1,2 ml/s/1,73 m? (N=13)
Symbolika shodna s tab. 18.

Odbér TO0 T4 T12 T24
U-kreat 5,5+3,1 43+20 10,2+ 3,8 11,1 £12,1
[mmol/1] (0,8; 4,9; 12,5) (0,9; 4,8: 7,1) (3,8, 10,2; 17,1) (0,9; 8,0; 40,5)
U-NGAL 66,3+ 172,4 444+ 71,1 95,4+217,2 149,9 + 406,7
[ug/l] (2,7; 11,6; 635,9) (1,1; 11,3; 220,9) (7,8;26,7;811,4) | (1,3;38,4; 1500,0)
U-NGAL/U-kreat 9,97 + 20,62 12,30 £21,38 10,32 £20,56 14,68 + 33,63
[ng/mmol] (0,55;2,56; 76,6) | (1,18;2,38;73.4) | (0,50;2,81;76,5) | (0,85;4,09; 125,0)
U-NAG 56,9 +472 35,5+23,6 58,0+ 34,2 112,0 £ 94,3
[nkat/1] (11,1;38,2; 180,2) | (5,0;33,9;75.2) | (11,1;52,1;131,7) | (5.,0; 67,5, 303,0)
U-NAG/U-kreat 11,63 +8,12 10,31 £9,00 7,53 +£8,79 12,76 £ 9,47
[nkat/mmol] (3,45; 10,6; 33,8) (1,00; 8,75; 35,8) (1,35; 4,91, 34,7) (2,08; 8,15; 28,8)
U-a-1-m 31,6 £31,7 31,8 £24,1 60,6 = 37,3 57,6 £53,8
[mg/l] (5,4;21,3;113,2) (7,2; 23,3;93,9) (24,7, 45,4; 135,6) | (10,9;50,3; 178,5)
U-0-1-m/U-kreat 5,60 + 3,04 7,76 + 4,14 6,43 +4,19 6,59 £3,12
[mg/mmol] (2,56; 4,84; 13,2) (3,05;7,13; 19,6) (2,42;5,13; 16,4) (3,08; 6,39; 14,4)
AUrr 145,2 £ 485,8 113,3 £339,7 135,0 £392,5 | 3394+ 1043,7
[mg/l] (3,0; 5,4; 1761,1) (3,0; 4,3; 1189,1) (3,0; 7,6; 1434,1) | (3,0; 17,6; 3807,0)
AUrr/U-Kreat 40,7 £139,0 50,4 £162,5 31,4+ 104,0 38,2 +120,1
[mg/mmol] (0,63; 0,92; 503,2) | (0,57;1,95; 566,2) | (0,27;1,25;377,4) | (0,42;3,33;437,6)
AUnrLc 165,5+525,5 122,4 + 366,5 2242 £674,9 | 357,4+1057,7
[mg/1] (11,0;15,3; 1913,7) | (7,8; 13,3; 1340,0) | (9,2; 15,9; 2465,3) | (8,6; 27,3; 3869,6)
AUnprLc/U-kreat 46,4 + 1504 53,7+ 175,6 53,3+£179,0 40,9+ 121,5
[mg/mmol] (1,52; 3,07; 546,8) | (1,88;4,53; 638,1) | (0,54;2,61; 648,8) | (0,71;4,95; 444.,8)

Tab. 21. Vysledky vySetfeni mocovych parametrii v souboru pacientii
s eGFybprp < 1,2 ml/s/1,73 m? (N=13)
Symbolika shodna s tab. 18.
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Odbér TO T4 T24
S-kreat 65,6 + 14,6 71,1 £12,5 68,8+ 14,9
[umol/1] (41,0; 65,0; 92,0) (43,0; 74,5; 92,0) (44,0; 69,0; 113,0)
eGFvprp >1,2 nelze spocitat* nelze spocitat*
[ml/s/1,73 m2] (=1,2; 21,2; >1,2) (1,04; >1,2; >1,2) (0,94; >1,2; >1,2)
S-Cystatin C 1,06 + 0,20 1,03 +£0,21 1,02 +0,20
[mg/1] (0,65; 1,08; 1,46) (0,70; 1,03; 1,48) (0,67, 1,00; 1,51)
eGFcyst 1,41 £0,55 1,46 £ 0,53 1,47 £ 0,50

[ml/s/1,73 m']

(0,75; 1,24; 2,91)

(0,73; 1,34; 2,57)

(0,71; 1,41; 2,77)

Tab. 22. Vysledky vySetieni sérovych parametria a eGF v souboru pacienti
s eGFyprp > 1,2 ml/s/1,73 m? (N=28)
Symbolika shodna s tab. 18.

Odbér T0 T4 T12 T24
U-kreat 85+59 7,1+£5,4 13,4+72 17,3+11,9
[mmol/1] (1,0; 7,4; 27,1) (2.8;5,4; 29,2) (2,8;11,3;353) | (2,2;17,6; 54.6)
U-NGAL 22,7+27,1 25,0 £31,2 35,6 £ 58,5 50,0 £ 68,5
[ug/l] (2,1;12,0; 112,7) (1,05 7,3; 104,9) (1,6; 18,6; 311,6) (2,5; 22,3;309,6)
U-NGAL/U-kreat 2,82 +£2,56 3,19+2,82 3,64 +£9,17 3,31 £431
[ng/mmol] (0,42;1,87; 10,4) | (0,19;1,55;9,14) | (0,34;1,33;49.5) | (0,35;1,72;20.9)
U-NAG 61,2+499 57,5 £ 64,8 70,9 + 74,6 121,0 £ 119,8
[nkat/1] (5,0;44,9; 177,7) | (5,0;36,2;268.5) | (5,0;49,4;346,1) | (5,0;76,4,525,9)
U-NAG/U-kreat 8,27 +891 8,92 + 8,65 6,27 + 8,22 7,67 £ 6,22
[nkat/mmol] (2,04; 5,87; 49.4) (0,93;5,94; 42.3) (0,61; 4,05; 44.,4) (0,36; 6,39; 29.4)
U-a-1-m 40,8 = 39,5 54,1 +£48,7 70,5 £ 55,4 122,6 £ 176,2
[mg/l] (6,5;37,8;215,1) | (15,6;39,4;212,9) | (11,2;52,3;253,8) | (14,6; 85,9; 943,3)
U-a-1-m/U-kreat 6,30 £ 10,56 8,26 £5,99 5,77 £ 5,56 7,25+9,15
[mg/mmol] (2,04; 4,19; 59.7) (3,45; 6,78; 35,2) (1,93; 4,88; 32,5) (2,65; 5,06; 52.,7)
AUrr 11,7+ 17,8 99+17,0 7,6 8,7 36,8 £ 73,7
[mg/1] (3,0; 3,8; 83,0) (3,05 3,5, 77,7) (3,0; 4,6; 46,3) (3,0; 9,0; 308,9)
AUrr/U-kreat 1,62 £ 1,81 1,66 £ 2,43 0,75+ 1,10 1,59 +£2,21
[mg/mmol] (0,24; 0,89; 7,90) (0,27; 0,69; 10,1) (0,10; 0,41; 6,01) (0,17, 0,85; 10,7)
AUnrLc 20,8 + 20,7 17,3 +20,9 16,4+ 11,7 46,8 + 80,8
[mg/1] (7,8;12,9; 100,8) (7,8;10,8; 101,0) (7,8; 13,2; 66,6) (7,8; 17,6; 325,6)
AUnrLc/U-kreat 3,24 +£2,80 2,91 £3,02 1,56 £ 1,56 2,40 £2,56
[mg/mmol] (0,66; 2,36; 11,5) (0,56; 1,89; 13,5) (0,26; 1,28; 8,64) (0,42;1,52; 13,3)

Tab. 23. Vysledky vySetifeni mocovych parametrii v souboru pacientii
s eGFmvprp > 1,2 ml/s/1,73 m? (N=28)
Symbolika shodna s tab. 18.
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Faktory porovnavani
Casy odbéri
Hodnoty p Casy odbéri MDRD podsoubory | a MDRD podsoubory

S-kreat 0.261 <0,001 0,166
[pmol/1]
eGFmbRrD

0.402 <0,001 0,402
[ml/s/1,73 m]
S-Cystatin C 0,890 <0,001 0,425
[mg/l]
eGFCyst

0,779 <0,001 0,337
[ml/s/1,73 m’]
U-kreat 0,001 0,008 0,274
[mmol/1]
U-NGAL 0,033 0,295 0,951
[g/1]
[pg/mmol] ’ : :
U-NAG
[nkat/1] 0.052 07 hoe
U-NAG/U-kreat 0’ 064 0’ 237 0, 573
[nkat/mmol]
U-a-1-m 0,025 0,027 0,555
[mg/l]
U-a-1-m/U-Kkreat 0,027 0,705 0,896
[mg/mmol]
AUrr 0,640 0,704 0,853
[mg/1]
AUrr/U-Kreat 0,781 0,295 0,710
[mg/mmol]
AUnrLc 0.626 0,614 0,991
[mg/1]
AUnrLc/U-Kkreat 0.243 0,010 0,371
[mg/mmol] i ’ :

Tab. 24. Bootstrapovana dvoucestna ANOVA

Faktor porovnavani ,,Casy odbéri“: vyznamnost zmény jednotlivych markert v ¢ase

v souboru vSech pacienti (N=41)

Faktor porovnani ,,MDRD podsoubory*“: vyznamnost rozdilt jednotlivych markert (bez
ohledu na faktor ¢asu) mezi podsoubory podle eGFmprp, tzn. s eGF > 1,2 ml/s/1,73 m?
(N=28) a s eGF < 1,2 ml/s/1,73 m* (N=13)

Faktor porovnavani ,,casy odbéri a MDRD podsoubory*: vyznamnost rozdilnosti chovani
jednotlivych markerti v ¢ase mezi MDRD podsoubory

Statisticky vyznamné hodnoty ,,p* jsou znazornény tucné.
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Obr. 34. Korela¢ni matice stanovenych markeri (ve v§ech odbérech) v souboru vSech
pacienti (N=41)
S-kreat: sérovy kreatinin, GF(MDRD): glomerularni filtrace odhadnutd z MDRD rovnice,
S-cystC: sérovy cystatin, GFR(cystC) glomerularni filtrace odhadnuté z cystatinu C, U-kreat:
mocovy kreatinin, U-a-1-m: mocova koncentrace a-1-mikroglobulinu, U-o-1-m/U-kreat:
pomér koncentraci moc€ovy a-1-mikroglobulin/mocovy kreatinin, AU(IT): albuminurie
stanovend imunoturbidimetricky (IT), AU(IT)/U-kreat: pomér koncentraci mocovy albumin
(IT)/mocovy kreatinin, AU(HPLC): albuminurie HPLC, AU(HPLC)/U-kreat pomér
koncentraci mocovy albumin (HPLC)/mocovy kreatinin, U-NAG: mocova N-acetyl-B-D-
gluk6zaminiddza, U-NAG/U-kreat: pomér koncentraci mo¢ovy NAG/mocovy kreatinin, U-
NGAL: mocovy neutrofilni s gelatindzou asociovany lipokalin, U-NGAL/U-kreat: pomér
koncentraci moc¢ovy NGAL /mocovy kreatinin

Stupné Sedi koresponduji s vyznamnosti korela¢nich zavislosti (viz téZ stupnice vedle
korela¢ni matice), v jednotlivych poli¢cich (resp. v krouzcich) jsou uvedeny hodnoty
korelacnich koeficientli

Z korelacni matice je patrna vyznamnost korelaci mezi albuminurii stanovenou HPLC
a IT (v korela¢ni matici koeficient 1; bez zaokrouhleni 0,999), mezi poméry albumin/kreatinin
v mo¢i s HPLC vs. IT stanovenou albuminurii (v korelacni matici koeficient 1; bez
zaokrouhleni 0,999) a mezi moCovymi koncentracemi NAG a a-1-mikroglobulinu (koeficient
0,80).
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5. DISKUZE

5.1. Stanoveni albuminurie HPLC a sledovani vztahu k diagnoze diabetes mellitus

Nekteré studie popisuji, Ze HPLC metoda (a casné€jsi detekce zvySenych koncentraci
albuminu v moc¢i ve srovnani simunochemickymi metodami) umozni diagnostikovat
diabetickou nefropatii v priméru o 4 roky diive u diabetikl 1. typu a o 2,5 roku u diabetikil
2. typu. Je schopna identifikovat jedince ve zvySeném riziku morbidity a mortality (Comper
W. D. et al., 2004; Clavant S. P. et al., 2006).

Sviridov, Shaik a dal$i autofi diferenci mezi metodami vysvétluji interferenci
n¢kterych bilkovin s albuminem pti HPLC metod¢ (Sviridov D. et al., 2006; Shaikh A. et al.,
2008). Nami vyvinutda HPLC metoda tuto teorii nepotvrdila, nenasli jsme analyticky ani
existenci imunonereaktivniho albuminu, podporuji 1 nase vysledky analyz experimentalnich
smésnych moc¢i. Ve smésné moci redlnych vzorkll se stfedné zvySenou albuminurii jsme
zjistili o 26 % vyssi albuminurii HPLC metodou ve srovnani s imunoturbidimetrickou
metodou, zatimco ve smésné moci s arteficidlné pfidanym standardem albuminu jsme zméfili
obéma metodami prakticky stejné koncentrace albuminurie.

V roce 2015 byly publikovany vysledky podobného experimentu (Jacobson B. E.
et al., 2015). Autofi stanovovali albuminurii ve vzorcich nativnich moc¢i a ve vzorcich moci
s arteficialné¢ pfidanym standardem albuminu rutinnimi imunochemickymi metodami
a metodou LC-MS/MS. Zjistili vyznamné hodnoty bias mezi metodami jak ve vzorcich moci
se skute¢nou albuminurii, tak ve vzorcich mo¢i s ptfidanym albuminovym standardem (coz je
rozdilné zjiSténi ve srovnani s nasimi vysledky). Spole¢né s autory dalSich studii (Graziani
M. S. a Plebani M., 2015; Lieske J. C. et al., 2013) uzaviraji, Ze plivod diferenci mezi
metodami by mohl souviset spiSe s kalibra¢nim procesem a zvolenymi referenénimi materialy
(Jacobson B. E. et al., 2015). Oproti tomu, nase vysledky (kdy jsme zjistili stejné koncentrace
standardu albuminu rozpusténého v destilované vodé a albuminu v mocich s arteficialné
pfidanym albuminem pifi méfeni obéma metodami) potvrdily dostateCnou kvalitu nadmi
pouzitého standardu a nasvédcuji na pfitomnost imunonereaktivniho albuminu.

Dulezitost aplikace ndvaznosti imunochemickych metod na referencni systém vyplyva
1 ze studie Bachmanna zroku 2014, kterda popisuje vyznamné diference mezi rutinnimi
imunochemickymi metodami 17 hlavnich vyrobcti a metodou LC-MS/MS (-35 az +34 %
u vzorkll s albuminurii kolem 15 mg/l), nicméné tato studie nevyvraci existenci

imunonereaktivniho albuminu (Bachmann L. M. et al., 2014).
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Studie Clavanta (obdobné jako nase studie) zpochybniuje, ze by HPLC metodou
zjiStény imunonereaktivni albumin byl pouze artefaktem vzniklym nahodnou koeluci
n¢kterych bilkovin pii chromatografické analyze spole¢né s albuminem a rozdil mezi HPLC
a imunochemickymi metodami vysvétluje pritomnosti imunonereaktivniho albuminu (Clavant
S. P. et al., 2006). Existence imunonereaktivniho albuminu je popisovana v mnoha studiich
autort Wayne Comper a Tanya Osicka (napt. Comper W. D. et al., 2003; Comper W. D.
et al., 2004; Osicka T. M. et al., 2000; Osicka T. M. a Comper W. D., 2004).

Jedna ze studii téchto autorti srovnava metody HPLC a RIA v souborech 97 diabetikii
a 87 nediabetikll. U nediabetikii nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi metodami, zatimco 92
% diabetikli vykazovalo vyssi koncentrace albuminurie zméfené metodou HPLC. 33 %
mocovych vzorka diabetikii spadalo do oblasti fyziologické albuminurie (Al) pii méfeni
metodou RIA, avSak do oblasti stfedné zvySené albuminurie (A2) pii uziti HPLC. V oblasti
koncentraci s vyznamné zvySenou albuminurii (A3) nebyl nalezen statisticky vyznamny
rozdil mezi metodami. Imunonereaktivni albumin byl prokazan i v této studii dvourozmérnou
elektroforézou a hmotnostni spektrometrii vyuzivajici desorpcni ionizaci laserem
za ptitomnosti matrice, MALDI-MS (Comper W. D. et al., 2003).

V nasi studii byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi metodami, a to jak
v souboru diabetikl, tak i v souboru nediabetikii. Do hodnoty imunoturbidimetricky (IT)
stanovené albuminurie 15 mg/l byly hodnoty HPLC v priméru o 159 % vyssi (u diabetikti o
162 %, u nediabetikli 0 154 %), mezi 15 az 29,9 mg/l byly HPLC vysledky primérné o 53 %
vyssi (bez vyznamného rozdilu mezi diabetiky a nediabetiky). V téchto oblastech koncentraci
(4. do 29,9 mg/l IT stanovené albuminurie) vykazovali diabetici 1. typu statisticky vyznamné
vyssi rozdily mezi metodami nez diabetici 2. typu. Pti koncentracich IT vysSich nez 30 mg/1
se jiz vysledky rozdili metod u nediabetiki a diabetikii (ani u diabetikd 1. a 2. typu)
vyznamné neliSily, rozdily mezi metodami se zmenSovaly, zlstdvaly vSak statisticky
vyznamneé, a 1 v oblasti IT stanovené albuminurie > 300 mg/I byly primérné 13 % (v souboru
vSech pacientd). V dusledku téchto rozdili se 27 % pacientdi s imunoturbidimetricky
fyziologickou albuminurii hodnocenou pomérem mocovy albumin/mocovy kreatinin (21 %
diabetiki a 40 % nediabetikll) posunulo do oblasti stfedn¢ zvySené albuminurie (A2) pfi
vyhodnoceni stejnych vzorkli metodou HPLC. V pfipadé pacientl imunoturbidimetricky
se sttedné zvySenou albuminurii (A2) nastal posun do vyznamné zvySené albuminurie (A3)
stanovené¢ HPLC pouze u 8 % z nich (7 % diabetikli a 9 % nediabetik).

Nase vysledky popisujeme v souladu s doporu¢enim pracovni skupiny KDIGO CKD

z roku 2012, ktera definovala rozdéleni albuminurie stanovované rutinnimi imunochemickymi
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metodami do oblasti A1, A2 a A3 (viz dfive). V roce 2006 stanovil McQueen rozdilné cut-off
hodnoty pro imunochemické metody (0,9 mg/mmol kreatininu) a pro HPLC (3,4 mg/mmol
kreatininu) a zduiraznoval dilezitost téchto rozdilnych cut-off hodnot. Obdobn¢ uzavieli svou
studii vroce 2009 Zamora a Cubeddu. Podle nich existuji podstatné dikazy o tom,
ze cut-off hodnota pro stifedné¢ zvySenou albuminurii (tzn. albuminurii oblasti A2, dfive
mikroalbuminurii) by méla byt 3 az 4krat sniZzena oproti stavajici cut-off hodnoté (Zamora
C. R. a Cubeddu L. X, 2009). Tato doporuceni vSak nebyla zahrnuta v pozdéjsich guidelines
zroku 2012. Vzhledem k vyznamnym rozdilim mezi metodami by bylo na misté uzivat i
rozdilné hodnoty cut-off. Nové (tzn. vyssi) cut-off hodnoty pro HPLC metodu vSak definovat
nemuzeme, protoze prave pacienti s fyziologickou albuminurii imunochemickymi metodami,
ale stfedné zvySenou albuminuri HPLC, jsou ve zvySeném riziku rozvoje riiznych nemoci
(obdobn¢ pacienti imunochemicky s albuminurii v oblasti A2 a HPLC v oblasti A3 jsou
vysoce rizikovi). Snizeni cut-off hodnot pro imunochemické metody neni doporucovano,
protoze jsou definovany dle KDIGO 2012.

Vnasi studii  byly zjistény tfi  rozdilné linearni  zavislosti HPLC
a imunoturbidimetricky stanovené albuminurie v zavislosti na diagnéze diabetes mellitus,
a to v souboru diabetiki 1. typu, v souboru diabetikii 2. typu a v souboru nediabetikd.
Rozdilné koeficienty linearnich regresi souviseji s vétSimi rozdily mezi metodami zejména
v oblasti fyziologické albuminurie (mens$imi rozdily v oblasti albuminurie A2 a nejmensimi
v oblasti A3), intercept ma relativné vét§si vyznam v oblastech s niz§i albuminurii, jeho
hodnota byla zjiSténa vyssi u diabetikii nez u nediabetiki. Hodnota smérnice je v souboru
diabetikii 2. typu signifikantné niz§i neZ v dalSich dvou souborech (pfi hodnoceni
bootstrapovou regresi), hodnota interceptu je nejvyssi ze vSech sledovanych souborti (pfi
hodnoceni jak bootstrapovou tak Demingovou regresi), coZz by mohlo nasvédcovat na odlisny
pivod imunochemicky nereaktivniho albuminu u diabetiki 2. typu.

Samoziejm& mame na paméti, ze konzistence metody miize byt Casto problémem
a ze vyvinuté rovnice konvertujici vysledky imunochemické metody na vysledky HPLC by
mély byt potvrzeny opakovanym méfenim s odstupem ¢asu. My se v§ak domnivame, Ze naSe
vysledky jsou dostate¢né vypovidajici, protoze v prubehu nasi tiileté studie jsme pouzili
minimélné¢ 10 riznych lotd imunoturbidimetrické metody a neshledali jsme vyznamné
»lot-to-lot* diference (variacni koeficienty i hodnoty bias byly maximalné 5 %). Ovéfeni
korekcnich rovnic by mohlo byt pfedmétem naSeho dal§iho vyzkumu.

Vétsina studii porovnavajici stanoveni albuminurie HPLC s imunochemickymi

metodami nachazi statisticky vyznamny rozdil mezi metodami u pacientt s diabetem (Comper
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W. D. et al., 2003; Comper W. D. et al., 2004) nebo s kardiovaskularnimi onemocnénimi
(Hilliard L. M. et al., 2009; Russo L. M. et al., 2002). V nasi studii tvofili pacienti se zdkladni
diagn6zou hypertenze nebo jind kardiovaskuldrni onemocnéni 12 % pacientli v souboru
pacientll nediabetikl (55 pacientl z celkového N=456).
zménou epitopd albuminu pro bézné pouzivané protilatky imunochemickych metod
v dasledku netplného zpracovani albuminu v lyzosomech, coz bylo zjisténo pravé predevsim
u diabetiki a hypertoniki (Osicka T. M. et al., 2000; Burne M. J. et al., 1998), a nebo
navazanim nékterych ligandi na molekulu albuminu, napt. glukézy ¢i mastnych kyselin, coz
byva typické opét pro diabetiky (Osicka T. M. a Comper W. D., 2004).

Rozdil mezi metodami (imunochemické vs. HPLC) byl vsSak zjistén 1 u pacientd
s jinymi diagndézami, napf. Szigeti popisuje HPLC stanovenou albuminurii (a nikoliv
imunoturbidimetricky stanovenou) jako senzitivni marker aktivity Crohnovy choroby (Szigeti
N. et al., 2009).

HPLC metoda zjistila vys$si hodnoty albuminurie ve srovnani s imunonefelometrii také
u jedincl z obecné populace, zvlasté v oblastech koncentraci menSich nez 20 mg/l, coz
rezultovalo ve vyssi prevalenci jedinct se stfedné zvySenou albuminurii. Autofi této studie
vySetfovali 1312 vzorkil z 24hodinového sbéru moci, které byly sbirany v ramci studie
PREVEND (Prevention of Renal and Vascular End-stage Disease). Pro imunonefelometrické
méteni byly pouZity vzorky cerstvé, pro HPLC méfeni vzorky rozmrazené (Brinkman J. W.
et al., 2004).

Obdobné¢ srovnavala albuminurii stanovenou imunonefelometricky a HPLC u jedinci
z obecné populace studie Dianny Magliano z roku 2007. Jednalo se o longitudinalni studii
AusDiab (Australian Diabetes Obesity and Lifestyle) o 10 175 Ucastnicich, ktera trvala
pfiblizné€ 5 let a sledovala (krom jiného) souvislost zvySené albuminurie s mortalitou. BEhem
trvani studie 319 ucastnikii zemielo. Bylo zjisténo, Ze zvySend albuminurie zjisténa bud’
imunonefelometricky nebo HPLC je schopnad predikovat mortalitu, avSak pouze HPLC
metoda umoZni identifikovat pacienty se zvySenym rizikem mortality. I tato studie
stanovovala albuminurii imunonefelometricky z Cerstvych moc¢i a HPLC z rozmrazenych
(Magliano D. J. et al., 2007).

I my jsme vySetifovali objemnou skupinu pacienti (N=1092) a jedine¢nost nasi studie
spatfujeme v tom, ze jsme analyzovali vzorky ¢erstvych moci nebo uchovavanych maximalné
4 dny pii teplot€¢ 2 az 8 °C, a to obéma metodami — imunoturbidimetricky i HPLC. Pro

vySetfeni albuminurie se tento zpusob skladovani doporucuje za nejvhodnéjsi (uvadi se
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stabilita pfi 2 az 8 °C minimalné tyden), zamrazovani se nedoporucuje (Zima T. et al., 2014).
albuminu a ze vysledky analytickych metod jsou snadno ovlivnitelné prodlouzenym
skladovanim a mrazenim (napt. Kania K. et al., 2010).

V soucasné dob¢ se doporucuje (dle pracovni skupiny IFCC pro standardizaci
albuminu v moc¢i) albuminurii vySetfovat imunochemickymi metodami uzivajicimi
polyklonalni protilatky proti albuminu, protoZe reaguji s mnoha formami albuminu vcetné
modifikovanych (Speeckaert M. M. et al., 2011).

V nasi studii jsme pii imunoturbidimetrickém stanoveni albuminurie uZzivali ovci
polyklonalni protilatky proti lidskému sérovému albuminu, ale jak jiz bylo opakované
zminéno, vysledky nebyly srovnatelné s vysledky HPLC metody. Osicka a Comper testovali
vice nez 30 riznych polyklondlnich a monoklonalnich protilatek a nenasSli zadné, které by
byly schopny detekovat imunochemicky nereaktivni albumin (Osicka T. M. a Comper W. D.,
2004). Moznym vysvétlenim by mohla byt skutecnost, ze protilatky byly vyvinuty proti
sérovému a nikoliv moc¢ovému albuminu. Protilatky pouzivané imunochemickymi metodami
reaguji se svymi epitopy v moci, avSak tyto epitopy nemuseji byt asociované¢ vyhradné
s intaktnim albuminem (Osicka T. M. et al., 2000; Burne M. J. et al., 1998; Eppel G. A.
et al., 2000). Polyklonalni protilatky proti lidskému mocovému albuminu dosud vyvinuty
nebyly vzhledem k rozli¢nosti molekulovych forem mocového albuminu (Lieske J. C. et al.,
2013; Osicka T. M. a Comper W. D., 2004).

Za referen¢ni metodu se povazuje tandemova kapalinova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii, které¢ predchazi tryptickd digesce vzorku moci, vyvinutd na Mayo Clinic
(Seegmiller J. C. et al., 2009). AvSak i tato metoda mé své uskali. Tim, ze v sobé zahrnuje
krok digesce, je teoreticky mozné, ze by mohla méfit spolecné¢ s mocovym albuminem také
jeho preexistujici N a/nebo C-termindlni fragmenty, coZ by znamenalo falesné zvySeni
vysledkti méteni. Pozdé&si studie vSak tuto hypotézu nepotvrdila, endogenni fragmenty
albuminu s méfenim vyznamné neinterferovaly (Lieske J. C. et al., 2013). Dal$im uskalim
metody by mohly byt mozné posttransla¢ni modifikace analyzovanych peptidii odvozenych
od albuminu, které by mohly ménit hmotnost téchto peptidd a zpisobit az jejich
nedetekovatelnost, ¢imz by doslo k faleSnému sniZzeni vysledkli. Modifikace albuminu, které
by byly schopny inhibovat digesci trypsinem, by také mohly pfispét k faleSné nizSim
vysledkim. V soucasné dobé se vSak doporuCuje zajistit nadvaznost imunochemickych metod
na tuto referenéni LC-MS/MS metodu pro stanoveni albuminurie, a to i pfes vySe uvedené

vyhrady (Graziani M. S. a Plebani M., 2015; Friedecky B., 2015).
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Vna$i studii jsme nenalezli Zzadnou korelaci mezi hladinami glykovaného
hemoglobinu HbA|c a albuminurii (stanovenou imunoturbidimetricky a HPLC) ani mezi
HbA|. a parametry od albuminurie odvozenymi (rizné poméry a rozdily HPLC
a imunoturbidimetricky stanovené albuminurie, viz obrazek 13). Pfi testovani téchto vztaht
jsme vychazeli z hypotézy, ze hladiny HbAi. koresponduji se sérovymi koncentracemi
glykovaného albuminu, jak potvrzuji i studie japonskych autor: Yoshiuchi ve své studii
popisuje velmi silnou korelaci mezi témito markery jak u diabetikii prvniho, tak i druhého
typu (Yoshiuchi K. et al., 2008), Takahashi nasel slabsi, ale stale jesté signifikantni korelaci
u diabetiki 2. typu (Takahashi S. et al., 2007). Mocovy glykovany albumin by mohl byt
souc¢asti imunonereaktivniho albuminu v moc¢i (Russo L. M. et al., 2002; Osicka T. M.
a Comper W. D., 2004). Z téchto wvztahii vyplyva, ze koncentrace mocového
imunonereaktivniho albuminu (rozdil mezi HPLC a imunoturbidimetricky zméfenou
albuminurii) by mohla souviset s hladinami HbA . v krvi, a tedy i1 s kompenzaci diabetu. Nase
vysledky vsak tuto hypotézu nepotvrdily.

Vroce 1984 popsal Wiseman vyznamnou korelaci mezi HbAi. a albuminurii
ve skupiné 28 diabetikl 1. typu se stfedné¢ zvySenou albuminurii (Wiseman M. et al., 1984).
Oproti tomu, studie Saiedullaha z roku 2012 zjiStovala asociace HbAic a minoritnich frakci
glykovaného hemoglobinu HbA1, a HbA1p, s albuminurii u 150 diabetiki a korelace mezi
HbAi. a pomérem U-albumin/U-kreatinin nebyla nalezena, obdobné jako v nasi studii
(Saiedullah M. et al., 2012). Albuminurie a glykovany hemoglobin HbAi. jsou tedy

nezéavislymi biomarkery pro monitoraci pacientli s diagndzou diabetes mellitus.

5.2. Stanoveni moc¢ového NGAL u déti po transplantaci ledviny

Vznik akutniho poSkozeni ledvin (AKI) je ¢astou komplikaci u dospélych i1 u détskych
pacientll po transplantaci ledviny. AKI miliZe byt zplisobeno akutni rejekci transplantované
ledviny nebo nerejekénimi pfi¢inami (napt. dehydrataci pfi volumové depleci, bakterialni
nebo virovou infekci, lékovou toxicitou, Mehrotra A. et al., 2012). Casné odhaleni pficiny
AKI mutze byt kli¢ové pro rychlé zahajeni vhodné terapie. Histologické vySetfeni vzorkl
rendlni biopsie je zlatym standardem pro diagnézu akutni rejekce ledvinného Stépu, jedna
se vSak o invazivni proceduru. NGAL je ¢asnym neinvazivnim markerem AKI, u n€hoZz bylo
popsano, ze je schopny rozliSit mezi akutni rejekci a nerejek¢nimi ptfi¢inami vzniku AKI

u dospélych pacienti po transplantaci ledviny (Heyne N. et al., 2012). V této studii bylo
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vysetieno 182 pacientl po transplantaci ledviny a AKI bylo zjisténo u 44 z nich. U 9 pacientii
byla pti¢inou AKI akutni rejekce. Median U-NGAL u pacientil s akutni rejekcei byl 339 pg/l,
u pacientti s jinou pti¢inou AKI 59,1 pg/l a u pacientti se stabilizovanou funkei transplantatu
7,8 ng/l (Heyne N. et al., 2012). U détskych pacientti podobna studie publikovana nebyla
a prave nase studie je prvni publikovanou studii tohoto druhu (Seeman T. et al., 2017).

V této nasi malé prospektivni studii u détskych pacientii (N=15) mocové koncentrace
NGAL nedokazaly rozlisit mezi rejekénimi a nerejekénimi ptic¢inami akutniho poskozeni
transplantované ledviny. Déti s AKI z divodu akutni rejekce mély podobné koncentrace
mocovych NGAL jako déti s AKI z ostatnich pfi¢in (mediany 7,3 pg/l vs. 8,6 ug/l, ns).
Vsechny naméfené koncentrace byly navic pod definovanou cut-off hodnotou 131,7 pg/l,
z ¢ehoz vyplyva, Ze u zadného znaSich pacienti nebylo mozné AKI diagnostikovat
z koncentrace moc¢ového NGAL (na rozdil od sérového kreatininu a eGF).

Tyto ndlezy jsou vrozporu snalezy vySe zminéné studie u dospélych
transplantovanych pacientd (Heyne N. et al., 2012), avSak jsou vsouladu se tfemi
recentnéjSimi studiemi (Ramirez-Sandoval J. C. et al., 2014; Mamatov E. et al., 2015; Telkes
G. et al,, 2015). Ramirez-Sandoval vysetfoval 67 dospélych transplantovanych pacientii s AKI
a nenaSel rozdily v mocovych koncentracich NGAL u pacientl s rejekci ve srovnani
s pacienty s dalSimi pti¢inami AKI a cut-off hodnota poméru U-NGAL/U-kreatinin 59 pg/g
(neboli 6,7 pug/mmol) vykazovala nizkou senzitivitu (60 %) a specificitu (58 %) pro
identifikaci pacientd s akutni rejekci. Obdobné, studie Mamatova (N = 19) a Telkese (N= 27)
demonstruji, Ze hladiny NGAL neposkytuji dostatecné informace k diagnostice akutni rejekce
transplantované ledviny u dospélych pacientii. Vysledky nasi pediatrické studie a zminénych
ttech studii u dosp€lych pacientll nasvédCuji na to, ze u déti, stejné jako u dospélych,
nedokaZe mocovy NGAL rozliSit mezi rejekénimi a nerejekénimi pfi¢inami AKI.

Hlavnimi limitacemi na$i studie jsou: maly pocet pacientll a nemoZnost vyhodnotit
pomér U-NGAL/U-kreatinin, protoZe koncentrace mocového kreatininu nebyly méteny.
Soubor s akutni rejekci tvofili pouze Ctyfi détsti pacienti vzhledem k nizké prevalenci
transplantovanych déti s akutni rejekci na naSem pracovisti v dobé, kdy naSe studie
probihala. Koncentrace mo¢ovych NGAL byly uptednostnény pied hodnotami mocovych
NGAL vztazenymi na mocovy kreatinin nejen v nasi studii, ale i ve zminénych studiich
u dospélych pacientl, vzhledem k tomu, Ze u pacientii s nizkou GF by mohly snizené
koncentrace mocového kreatininu pomér U-NGAL/U-kreatinin faleSn¢ zvySovat.

I ptes tyto limitace je naSe studie prvni studii vySetfujici mocové koncentrace NGAL

u détskych pacientl po transplantaci ledviny s AKI a biopticky potvrzenou akutni rejekci.
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5.3. Stanoveni moc¢ového NGAL u déti s akutnim nebo s chronickym onemocnénim
ledvin

Akutni poskozeni ledvin je zavazné, rychle progredujici onemocnéni, je Castou
komplikaci u ambulantnich a hospitalizovanych pacientii a nezévisle ptedpovidd morbiditu
a mortalitu (Brivet F. G. et al., 1996; Kaufman J. et al., 1991; Liano F. a Pascual J., 1996).
Ptredevsim pro Casné faze je charakteristickd reverzibilita rendlnich zmén, proto je velké snaha
jsme vySettovali i v nasi studii.

Pro chronické onemocnéni ledvin je oproti tomu typické pozvolné snizovani funkce
ledvin, které zpravidla neprogreduje v prubéhu hospitalizace. Prerenalni azotémie, pii které
jesteé nedochazi ke strukturdlnim zméndm v ledvinné tkani, je Cisté funkeni a reverzibilni stav,
pokud je vyvoléavajici pfi¢ina v€as korigovana, napt. doplnénim tekutin (Thadhani R. et al.,
1996).

Pti vySetfovani pacienta s onemocnénim ledvin je proto velmi dillezité odlisit akutni
poskozeni ledvin od prerendlni azotémie a chronického onemocnéni ledvin, aby mohla byt
zahajena adekvatni terapie (Uprava davkovani 1€ki, vysazeni nefrotoxickych 1ékt, uprava
hemodynamického stavu atd.). Stanoveni sérového kreatininu vSak tyto klinické jednotky
odlisit nedokaze, navic pocatecni hodnoty sérového kreatininu neodrazeji rozsah poskozeni
ledvin, protoze akumulace kreatininu vzdy zaostava za dobou piisobeni $kodlivého inzultu
(Bonventre J. V. a Weinberg J. M., 2003; Lameire N. a Hoste E., 2004). Dokonce 1 velky
pokles glomerularni filtrace se mlzZe projevit jako jen mald zména hladiny kreatininu v séru,
zejména v pocatecnich 48 hodinach akutniho poskozeni ledvin (Lameire N. a Hoste E., 2004;
Star R. A., 1998). V sou€asné dobé¢ stanoveni diagndézy AKI vyzaduje opakované méfeni
sérového kreatininu a 1écebné manévry jsou odkladany.

V nasi studii jsme vySetfovali NGAL u détskych pacientii s onemocnénim ledvin
rizné etiologie a u kontrolniho souboru zdravych déti s cilem urcit jeho uZzitecnost pro
identifikaci pacientt s akutnim poskozenim ledvin.

Koncentrace mo¢ového NGAL nad hodnotou cut-off pro AKI 131,7 ng/l byly zjistény
pouze u souboru pacientii s akutnim poSkozenim ledvin (hodnoty cut-off byly prekroceny
minimalné 2,7krat). U zadného pacienta z dalSich vySetfovanych soubort (soubor pacientil
s chronickym onemocnénim ledvin, soubor s prerenalni azotémii a kontrolni soubor zdravych
déti) neptekrocila hladina NGAL hodnotu cut-off.

V ptipadé poméru NGAL/kreatinin v mo¢i jsme jako cut-off definovali hodnotu

15 pg/mmol (Nickolas T. L. et al., 2008). Hodnoty tohoto poméru piekrocily hodnotu cut-off
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u vSech ¢trnacti pacientli s AKI, ale téZ u dvou pacientii ze souboru pacientll s prerenalni
azotémii (z celkového N=3) a u tfi pacienti ze souboru s CKD (z celkového N=11).
U kontrolniho souboru zdravych déti hodnoty cut-off ptekroeny nebyly. Hodnota cut-off
NGAL/kreatinin v moci byla u pacientl s prerendlni azotémii a CKD piekrocena maximalné
2,5krat, oproti tomu, u pacientii s AKI minimaln¢ 19krat a maximalné vice nez 8000krat.

Studie na mySich (Mori K. a Nakao K., 2007) zjistila, Ze deplece objemu nebo
diuretika nezvysily mocové koncentrace NGAL (nekorigované na mocovy kreatinin), coz
odrazi specificnost NGAL pro probihajici tubuldrni poSkozeni. Obdobné, ani my jsme
u naSich tfech sledovanych pacientli s prerendlni azotémii nezjistili zvySené hodnoty
mocového NGAL. U dvou znich jsme vSak zjistili zvySené hodnoty mocového NGAL
vztazeného na mocovy kreatinin. Jak jiz bylo zminéno vySe, diky bootstrapovanym
statistickym metodam jsme soubor s prerendlni azotémii porovnavali se souborem s AKI
(1 s dal§imi soubory). Limitace malého poctu pacientli jsme si v§ak védomi. Mezi soubory
s AKI a s prerenalni azotémii byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v koncentracich NGAL
(p < 0,001) a jeste¢ vyznamnéj$i v hodnotach pomérii NGAL v moci/kreatinin v moci
(p <0,00001). V piipadé€ pacienti s AKI byla hodnota cut-off moc¢ového NGAL piekroc¢ena
u vSech pacientdl, a to jak nekorigovaného, tak korigované¢ho. NaSe vysledky tedy naznacuji
na vhodnost NGAL také jako biomarkeru k rozliSeni prerendlni a renalni pfic¢iny akutniho
poskozeni ledvin (i pfesto, ze byly vySetfeny moce pouze tii pacientl s prerenalni azotémii
a Ze u nich byla ptekroc¢ena hodnota cut-off NGAL/kreatinin v mo¢i).

Dalsi autofi popisuji, Ze NGAL je v moc¢i vyjadien v poméru ke stupni akutniho
poskozeni ledvin (studie u détskych pacientti, Mishra J. et al., 2005). To opét koresponduje
s naSimi vysledky. V souboru pacientii s AKI (N=14), jsme u Ctyt z nich NGAL stanovovali
opakovan¢ v pribé¢hu onemocnéni (u tfech pacientli s hemolyticko-uremickym syndromem
(HUS) a jednoho s ischemickym postizenim ledvin) a hladiny NGAL odrazely pribéh
choroby a klinicky stav pacientli. Pribéh poméri NGAL/kreatinin v moc¢i se mirn¢ lisil
od prubehu nekorigovaného NGAL u dvou pacientd. U jednoho pacienta s HUS pomér
NGAL/kreatinin v moci zacal klesat diive nez mocovy NGAL a u pacienta s ischemickym
postizenim doSlo naopak dfive kpoklesu NGAL. K vysloveni obecnéjSich zavéra
ze srovnavani korigovaného a nekorigovaného NGAL u riiznych diagn6z by vsak bylo tieba
dalSich sledovani na vét§im poctu pacient.

O NGAL se hovoti téz jako o vyznamném biomarkeru u pacientid s chronickym
onemocnénim ledvin. Studie zroku 2008 (Bolignano D. et al., 2008) vySetfovala sérové

a mocové koncentrace NGAL v kohorté¢ 69 dospélych pacientii s CKD a sledovala vztah
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téchto markertt k zadvaznosti posSkozeni ledvin. Tyto markery byly u pacienti s CKD
vyznamné zvysSeny (v porovnani se zdravymi kontrolami) a navic pozitivné¢ korelovaly se
sérovym kreatininem a negativné s rezidualni glomerularni filtraci. Tato negativni korelace
s GF byla dokonce vyznamnéj$i nez mezi GF a sérovym kreatininem. Multivariantni analyza
potvrdila korelace jako nezévislé, coz potvrzuje, ze u téchto pacienti byl NGAL lepsi
prediktor GF neZz sérovy kreatinin.

Studie stejnych autort z roku 2009 (Bolignano D. et al., 2009) oznacila NGAL jako
silny a nezavisly marker rizika progrese CKD. Sledovala opét NGAL v séru a v moci
spolecné s dalSimi potencialnimi markery progrese CKD u 96 pacientl s rendlni insuficienci
rizné etiologie a eGF > 0,25 ml/s/1,73 m? Progrese CKD byla definovana jako
zdvojnasobeni vychoziho kreatininu v séru a/nebo nastup ESRD (End-Stage Renal Disease),
a béhem trvani studie (medidn 18,5 meésicl, v rozmezi 1 az 20 mésicl) ji dosahlo 32 %
pacientli. Univariantni a nasledn¢ multivariantni Cox regresni analyza prokazala, ze sérovy i
mocovy NGAL predpovedél progresi CKD, a to nezavisle na dalSich potencialnich rizikovych
faktorech, véetné véku a eGF.

V roce 2013 byly publikovany vysledky obdobné, avSak daleko rozsahlejsi studie (Liu
K. D. et al., 2013), ktera sledovala 3386 pacient s CKD (s primérnou eGF 0,7 ml/s/1,73 m?,
s medianem proteinurie 0,2 g/24 hodin a s medianem koncentrace NGAL v mo¢i 17,2 pg/l)
v pribé¢hu 3,2 let. NGAL byl i vtéto studii potvrzen nezavislym rizikovym markerem
progrese CKD, avSak podstatné nezlepSil ptfedpovéd’ vysledného klinického stavu (ve
srovnani se stavajicimi markery jako napt. eGF, proteinurie). Autofi proto uzaviraji, Ze jeho
zavedeni do bézné klinické praxe u pacientti s CKD je sporné.

Tyto a dalsi studie (Bolignano D. et al., 2009; Liu K. D. et al., 2013; Flo T. H. et al.,
2004) popisuji, Ze pii chronickém onemocnéni ledvin se zvySeny NGAL v moci vyskytuje
u pacientd s progredujicim, ale nikoliv se stabilizovanym selhanim ledvin. V nasi studii bylo
vSech jedenact vySetfovanych pacientll s chronickym onemocnénim ledvin ve stabilizované
fazi onemocnéni, u vSech jsme zaznamenali koncentrace mocovych NGAL pod hodnotou cut-
off 131,7 pg/l, hodnoty poméru NGAL/kreatinin v mo¢i vSak hodnotu cut-off 15 pg/mmol
pfesahovaly u tfech pacientll ztohoto souboru. V souladu s vysledky studie Bogliana
(Bolignano D. et al.,, 2008) jsme zaznamenali statisticky vyznamné vy$$i koncentrace
mocového NGAL u souboru pacienti s CKD (prestoze byli ve stabilizované fazi onemocnéni)
ve srovnani s kontrolnim souborem bez poskozeni ledvin (p < 0,001). Jesté vyznamnéjsi
rozdily mezi témito soubory byly v pfipadé poméru NGAL/kreatinin v moci (p < 0,00001).

Z toho jednoznacné vyplyva, Ze hodnoty pod cut-off hodnotou nejsou fyziologické
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a je otazné, zda by nebylo vhodné definovat hodnoty cut-off pro CKD event. pro dalsi
ledvinna onemocnéni.

Studie Nickolase a spolupracovnikll (Nickolas T. L. et al., 2008) porovnavala stejné
jako nase studie mocovy NGAL mezi soubory pacientl s akutnim postizenim ledvin,
s prerenalni azotémii, se stabilnim chronickym onemocnénim ledvin a s normalni funkci
ledvin a dosla k obdobnym zavérim jako my. Soubor tvorilo 635 dospélych pacientl (nase
studie byla tvofena men§im souborem, N=38 a vySetfovali jsme détské pacienty). Pacienti
s AKI méli signifikantn¢ zvySené koncentrace NGAL/kreatinin v mo¢i (416 = 387 ug/g,
p = 0,001) v porovnani s ostatnimi soubory pacientii. Mocové markery véetné NGAL vSak
(oproti nam) byly hodnoceny pouze jako korigované na mocovy kreatinin. Krom¢é mocového
NGAL autofi vysetfovali mocové markery NAG, a-1-mikroglobulin a o-1-kysely
glykoprotein spolecné se sérovym kreatininem a frakéni exkreci sodiku. Mocovy NGAL
(vztazeny na mocovy kreatinin) byl ztéchto markeri oznafen za jednoznacné nejlepsi
k odliseni AKI od ostatnich onemocnéni ledvin. Pro cut-off hodnotu 15 pg/mmol (130 ug/g)
byla senzitivita detekce AKI 0,90 a specificita 0,995 (hodnoty NGAL/kreatinin v moci
ptesahujici nckolikandsobné hodnotu cut-off byly kromé& pacienti s AKI zjistény
iu 1 pacienta s prerenalni azotémii (z N=88) a u 3 pacientli s CKD (z N=106)).

Uvadeéni pouze korigovanych mocovych marker (vztazenych na mocovy kreatinin)
se v soucasné dob¢€ u pacientti s onemocnénim ledvin (s AKI, s CKD i s prerendlni azotémii)
nedoporucuje. Pfi pouzivani téchto pomeéri totiz mize dochizet k nadhodnocovani stupné
poskozeni ledvin vzhledem k nestabilnim zméndm (vétSinou sniZzenému vylucovani)
mocového kreatininu u pacientl s rendlni insuficienci (Waikar S. S. et al., 2010; Goldstein
S. L., 2010). Vétsinou byvad doporucovano uvadét markery oba (jak nekorigovany, tak
korigovany, Helmersson-Karlqvist J. et al., 2013).

I ptes tuto limitaci (n¢které studie uZzivaji pouze korigované hodnoty NGAL) vétsina
studii (v€etné nasi) potvrzuje, Ze mocovy NGAL detekuje akutni poSkozeni ledvin a stupen
jeho exprese pomuze rozliSit mezi akutnim posSkozenim ledvin, prerenalni azotémii,
chronickym onemocnénim ledvin a normalni funkci ledvin. Vzhledem k tomu, ze NGAL
je detekovatelny pied akumulaci sérového kreatininu (Mishra J. et al., 2003, Mishra J. et al.,
2005, Wagener G. et al., 2006), mize byt pouzit téz k ¢asné diagnostice akutniho poskozeni

ledvin v dobé, kdy jsou hladiny sérového kreatininu jesté¢ v normé.
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5.4. Stanoveni mocového NGAL u dospélych pacienti po kardiochirurgickvch vvkonech

[ 24

kardiochirurgickych vykonech az s 30 % incidenci. Hlavnimi pfi¢inami jeho vzniku jsou:
ischemicko-reperfuzni trauma béhem mimotélniho obchu, nizky srde¢ni vydej, plisobeni
exotoxinu (antibiotika, diuretika) a endotoxinti (myoglobin), preexistujici renalni dysfunkce.
Negativné puasobi hypotenze, hypotermie, hemodiluce, nepulzativni pratok a indukce
zangtlivé odpovédi (Gerlichova M. et al., 2008).

Cilem nasi studie (Foftova M. et al., 2011) bylo vySetieni NGAL v moc¢i pravé
u pacientl po kardiochirurgickych vykonech a ovéfeni jeho spolehlivosti v predikci rendlniho
poskozeni.

U nékterych pacientli jsme zaznamenali vyss$i koncentrace mocového NGAL v uvodu
operace (odbér Tpreop) nez v odstupu 1 hodiny od konce operace (odbér T1), coz Ize vysvétlit
pfedoperacni restrikci piijmu tekutin a sni spojenou hypotenzi s relativni hypoperfuzi
splanchniku a/nebo vydejem mensiho mnozstvi vice koncentrované moci v disledku restrikce
tekutin (viz prabéh hodnot pacienta 3 na obr. 30 a po pfepoctu na kreatinin na obr. 31).

Dynamika vyvoje koncentrace NGAL v moci nedosahovala v priméru ani
dvojnasobnych vzestupli oproti predchozim hodnotam. Oproti tomu, urc¢ité vyvojové trendy
muzeme sledovat v poméru koncentraci NGAL/kreatinin v moci. Ve vSech souborech doslo
k vice nez dvojnasobnému zvyseni pruméru tohoto poméru mezi odbérem Tpreop a T1,
u pacientd s renalnimi komplikacemi navic mezi odbérem TS5 a T10 (5 a 10 hodin po operaci).
V tomto souboru vSak priimérnd hodnota poméru nariistala pozvolné&ji neZ v souboru pacientli
bez rendlnich komplikaci. S podivem, prav€ u pacientli s renalnimi komplikacemi byly
zjistény vSechny pooperacni hodnoty priméri i mediant jak U-NGAL, tak i poméru
U-NGAL/U-kreatinin niz8i neZ v souboru bez renalnich komplikaci. Koncentrace sérového
kreatininu byly naopak vyssi u pacientil s renalnimi komplikacemi.

Soubor pacientil s renalnimi postoperacnimi komplikacemi tvofili 4 pacienti — 3 z nich
méli jiz ptedoperacné zvysSeny kreatinin (2 mirnég, 1 pacient mél diagnostikovanou chronickou
renalni insuficienci). Nékteré studie (Mcllroy D. R. et al., 2010; Hogan M., 2010) popisuji, Ze
casny vzestup NGAL (za 2 az 6 hodin po ischemické ¢i jiné zatézi ledvin) je patrny
pfedevSim u pacientll s normalnimi rendlnimi parametry pted ptisobenim inzultu. U pacient
s jiz preexistujici rendlni insuficienci (s GF < 1 ml/s/1,73 m?) se obvykle modovy NGAL
zvysuje pozd¢ji nez s€rovy kreatinin (za 20 a vice hodin po ptsobeni inzultu). I u naseho

pacienta s chronickou rendlni insuficienci diagnostikovanou ptedoperacné (se vstupni
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hodnotou sérového kreatininu 157 umol/l) jsme zaznamenali nizké hladiny mo¢ového NGAL
v pribéhu celého sledovani, ackoliv hodnota kreatininu se zvysila o vice nez 100 %.

U zéadného ze sledovanych pacientti koncentrace NGAL v moc¢i neptesahla cut-off
hodnotu pro AKI — tzn. ani u pacienti s postopera¢nimi rendlnimi komplikacemi. Tento
vysledek mohl byt jist¢ ovlivnén malym poctem sledovanych pacienti. Nejvyssi namérena
koncentrace NGAL byla 48,6 pg/l (pacient 2, odbér T10 na obrazku 30). U stejného pacienta
byla ptekrocena cut-off hodnota poméru NGAL/kreatinin v mo¢i pro AKI 15 pg/mmol
definovana napt. Nickolasem v roce 2008 (pacient 2, odbér T10, obr. 31). Pokud bychom uzili
piisn€j$i hodnotu cut-off pro AKI 6,7 pg/mmol definovanou Ramirez-Sandovalem v roce
2014, pak by ji stejny pacient prekroc€il i v odbéru T5. Jednalo se o pacienta bez rendlnich,
avSak s obéhovymi komplikacemi. Rendlni komplikace se u tohoto pacienta nerozvinuly
vzhledem k v€asnému zaléceni obéhovych komplikaci, jednalo se vSak o velmi rizikového
pacienta stran rozvoje AKI (v odbéhu T10 jsme zaznamenali také jiz mirné zvySeny kreatinin,
106 umol/l). V tomto piipadé mél vyssi vypovédni hodnotu mocovy NGAL korigovany na
mocCovy kreatinin nez mocovy NGAL nekorigovany. Hodnoty poméri mocovy
NGAL/mocovy kreatinin u vSech dalSich pacientli ve vSech odbérech dosahovaly maxima 3,7
pg/mmol.

Sérovy kreatinin se zvysil o > 50 % (jak byvaji v nékterych studiich definovany
,renalni komplikace™) u 2 pacientl, a to u opakované zminovaného pacienta s chronickou
rendlni insuficienci (u n¢hoz byly zjistény koncentrace U-NGAL i poméru U-NGAL/
U-kreatinin velmi nizké) a déale u pacienta s pfedoperacné fyziologickym kreatininem, jehoz
vyvo] hodnot NGAL 1 kreatininu je zndzornén na obr. 30-32, pacient je oznacen jako
pacient 4 (s renalnimi komplikacemi). U tohoto pacienta jsou vyvojové trendy vzestupi
a poklesti nekorigovaného 1 korigovaného NGAL v moc¢i obdobné, v odbéru TS5 vsak doslo
k vyraznéjSimu vzestupu a v odbéru T10 k pozvolngjsimu poklesu korigovaného mocového
NGAL. I zde ma o néco vyssi vypoveédni hodnotu korigovany mocovy NGAL (nez NGAL
nekorigovany), cut-off hodnoty téchto markert vSak prekroceny nebyly a nejvyznamnéjSim
ze sledovanych biochemickych markert byl sérovy kreatinin.

K obdobnym zjisténim jako my dosli i CeSti autofi Gerlichova et al. (2008). Jejich
studie sledovala 65 pacientli, jenZ podstoupili kardiochirurgicky vykon s mimotélnim
obéhem. Pooperacni AKI bylo definovano jako vzestup sérového kreatininu na 1,5nésobek
vychozi hodnoty nebo pokles glomerularni filtrace o vice nez 25 % ptedoperacni hodnoty.
K pooperacnimu rozvoji AKI doslo u 21 nemocnych (32 %), hladiny a kinetika mocového

NGAL nebyla vyznamné odlisna od skupiny bez renalniho poSkozeni (no-AKI). U vSech
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nemocnych doSlo ke vzestupim U-NGAL ve 4. a 12. hodiné¢ od zahajeni operace bez
signifikantniho rozdilu mezi skupinou AKI a no-AKI (po 4 hodinach byl nariist hodnot cca 2
az 3nasobny a hodnota medianu byla vyss$i dokonce ve skupin€ no-AKI, po 12 hodinich
6nasobny, mediany byly v obou skupinach téméf shodné). Rozdil v kinetice mocového
NGAL byl detekovatelny az po 24 hodinach, kdy ve skupiné bez rozvoje AKI hladina klesla,
zatimco u nemocnych s AKI déle stoupala, tento rozdil ale nebyl statisticky vyznamny.
Hodnota glomerularni filtrace (vypoctena podle rovnice MDRD) po 24 hodinach vykazala
signifikantni pokles ve skupiné s rozvojem AKI ve srovnani se skupinou nemocnych bez AKI
(Gerlichova M. et al, 2008).

Vroce 2005 publikovali Mishra a spolupracovnici zavery jedné z prvnich studii
s NGAL u détskych kardiochirurgickych pacientt (N = 81, AKI definované zvysenim
sérového kreatininu o > 50 % se rozvinulo u 20 znich). ZvySeni mocového NGAL
s odstupem 2 hodin po ukonceni operace oznacili za spolehlivy marker rendlniho poskozeni
(senzitivita/specificita 1,00/0,98; Mishra J. et al., 2005). I dal$i studie u détskych pacienti
dokumentuje statisticky vyznamnou souvislost mezi elevaci NGAL (v tomto piipad¢é vSak
plazmatického) 2 hodiny po kardiochirurgickém vykonu a rozvojem AKI (Dent C. L. et al.,
2007).

Studie Bennetta z roku 2008 sledovala 196 détskych pacientti po kardiochirurgické
operaci a k vyvoji AKI (vzestup sérového kreatininu o > 50 %) doslo u 51 % z nich. Primérna
koncentrace mocového NGAL se u této skupiny zvysila jiz za 2 hodiny 15krat a za 4 az 6
hodin 25krat, u pacientli bez rozvoje AKI doslo pouze k 3,6ndsobnému vzestupu U-NGAL po
2 hodinach a 3,4ndsobnému vzestupu po 4 hodinach (ve srovnani s vychozi hodnotou). Po
pfepoctu na kreatinin doslo u skupiny s rozvojem AKI za 2 hodiny po operaci k 21nasobnému
a za 4 hodiny k 40nasobnému vzestupu, u pacientll bez nasledného rozvoje AKI hodnoty
NGAL/kreatinin v mo¢i vykazovaly 4 resp. 6,5nasobny vzestup (Bennett M. et al., 2008).

Téz recentnéjsi studie, napt. studie ¢inskych autori z roku 2017 zjistila signifikantni
zvySeni mocového NGAL spolecné s L-FABP u détskych pacientl po kardiochirurgickém
vykonu v ¢asnych stadiich AKI (Tang R. et al., 2017).

Studie Wagenera vySetfovala dosp€lé pacienty po kardiochirurgickych zékrocich
(N=81) a AKI (opét definované zvySenim sérového kreatininu o > 50 %) se vyvinulo u 20 %
znich. Jiz hodinu po operaci byly zjistény statisticky vyznamné vy$§i hodnoty mocového
NGAL u pacientl s rozvojem AKI oproti pacientim bez rendlniho poskozeni (4,2 + 6,5 pg/l
vs. 1,1 £ 2,1 pg/l; p <0,01). U pacientid s AKI koncentrace NGAL vzristaly i v nasledujicich
postoperacnich hodinach (v €asech 3 a 18 h po vykonu). Tato studie tedy doSla ke stejnym
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zaveéram jako studie sledujici détské pacienty, avSak hodnoty senzitivity a specificity NGAL
vmoci pro predikci AKI byly vyznamné niz$i (nejvyssi hodnoty senzitivity/specificity
0,73/0,78 v case 18 h po vykonu; Wagener G. et al., 2006).

Ve studii stejnych autort z roku 2008 (426 dospé€lych pacientl po kardiochirurgickych
vykonech, rozvoj AKI u 20 % z nich) mél NGAL jen omezenou diagnostickou vypovédni
hodnotu k predikci AKI, AUROC (Area under the receiver operating characteristic curve)
doséhla nejvyssi hodnoty 0,61; a to az v ¢ase 18 hodin po vykonu; Wagener G. et al., 2008).

Také vysledky nasi studie (Foftova M. et al., 2011) naznacuji, ze pouziti U-NGAL
jako markeru rozvoje AKI v kardiochirurgii dospélych nedosahuje spolehlivosti jako
u détskych pacientt. Jiz citovana ¢eska studie Gerlichové (2008) prinesla obdobné zavéry ve
smyslu nizsi spolehlivosti NGAL a delsiho ¢asového odstupu od kardiochirurgického vykonu;
zhorSeni rendlnich funkci nejlépe predikovala hodnota mocového NGAL za 24 hodin
od zahdjeni operace (senzitivita/ specificita 0,57/0,68).

Vroce 2015 byly publikovany dokonce vysledky metaanalyzy, ve které bylo
vyhodnoceno 28 studii z let 1990 az 2015, jez sledovaly mocové nebo plazmatické (¢i sérové)
biomarkery AKI (NAG, cystatin C, NGAL, KIM-1, IL-18 a L-FABP) v prib¢hu nebo
v prvnich 24 hodinéach po kardiochirurgickych vykonech u dospélych pacientli. Metaanalyza
opé€t uzavird, ze sledované markery maji pouze omezeny potencial v predikci AKI v tomto
obdobi. Byly zjistovany AUROCSs a jejich hodnoty se pohybovaly vétsinou < 0,70 (Ho J.
et al., 2015).

Proti témto zavérim stoji vysledky studie ze stejného roku, ve které byly vysetfovany
NGAL, L-FABP, KIM-1 v mo¢i jednak u skupiny pacientt s akutnim koronarnim syndromem
po koronarografii, ale také u skupiny pacientd po kardiochirurgickém vykonu. Nejvyssi
senzitivitu 1 specificitu vykazoval v obou skupinach (tzn. i u pacientii po kardiochirurgickém
vykonu) pravé NGAL a AUC byly v obou piipadech > 0,90 (Torregrosa I. et al., 2015).

Dalsi studie z roku 2015 doporucuje pro preoperacni, perioperacni ¢i ¢asné pooperacni
stratifikaci rizika AKI vySetfovat plazmatické (¢i sérové) biomarkery. Diskriminacni
schopnost mo¢ovych biomarkerd se v této studii zvysila, pokud byly vztaZzené na kreatinin,
ale 1 presto mély nizsi vypovidajici hodnotu nez plazmatické (sérové) biomarkery. Nejvyssi
prediktivni hodnotu mél plazmaticky NGAL 4 hodiny po vykonu (AUC 0,83), nasledoval
cystatin C (0,76) a L-FABP (0,73). Preexistujici chronické onemocnéni ledvin limitovalo

diagnostické vyuziti téchto markert (Schley G. et al, 2015).

118



5.5. Stanoveni markeru poSkozeni ledvin u dospélych pacienti po angiografii

Nefropatie zpiisobena podanim kontrastni latky (KL) je definovana jako akutni
poskozeni ledvin po podani KL pfi vylouceni jiné pfiCiny tohoto stavu. Konkrétni definice
této nefropatie je vSak nejednotna (Moura E. L. B. et al., 2017): kontrastem indukované AKI
(contrast induced AKI, CIAKI) byva definovano jako relativni zvysSeni sérového kreatininu
alespoit 0 50 % nebo jeho absolutni zvySeni alespont 0 26,5 umol/l v pribéhu 48 hodin
po podéani KL (Metha R. L. et al., 2007; American College of Radiology, 2013 a podle Acute
Kidney Injury Network), a kontrastem indukovana nefropatie (contrast induced nephropathy,
CIN) jako relativni zvySeni sérového kreatininu alespot o 25 %, nebo v absolutnich
hodnotach alesponi 0 44,2 umol/l v pribéhu 48 resp. 72 hodin po podani KL (Mehran R. a
Nikolsky E., 2006; Barrett B. J. a Parfrey P. S., 2006; Stacul F. et al., 2011; Mohammed N.
M. A. et al,, 2013; American College of Radiology, 2013 a podle European Society of
Urogenital Radiology). V riziku vzniku této nefropatie (v dal§im textu bude uZzivana pro
nefropatii zpisobenou KL pouze zkratka CIN, nezavisle na vySe uvedenych zpiesnujicich
kritériich) jsou pacienti s CKD, miru rizika pak ovliviuji dalsi faktory jako stav hydratace,
vek, uzivani nefrotoxickych 1€kt (napt. ACE inhibitory, nesteroidni antiflogistika), diabetes
mellitus s obezitou a pritomnost srde¢niho selhani (Vachek J. et al., 2014).

Ackoli se CIN obecné omezuje na piechodné snizeni funkce ledvin, nejedna
se o benigni komplikaci. Urcity stupent zbytkového poskozeni ledvin byl zaznamenan u 30 %
osob postizenych CIN (Madyoon H. et al., 2001). CIN pfedstavuje tieti nejcastéjsi pti¢inu
akutniho selhani ledvin u hospitalizovanych pacientl (po ischemickém poskozeni a poSkozeni
nefrotoxickymi Iéky) a 10 % vSech pficin selhani ledvin vzniklych béhem hospitalizace (Ling
W. et al, 2008). Vzrlstajici incidence je dana vyraznym narastem provadénych
diagnostickych a intervencnich radiologickych vySetfeni s kontrastni latkou. U bézné
populace se vyskyt CIN udéva do 2,5 %, u rizikovych nemocnych incidence stoupa na 20 az
38 % a u pacientl se vstupnim kreatininem nad 440 pmol/l aZ na 50 % (Lautin E. M. et al.,
1991; Krausova D. et al., 2006; Svojanovsky J. et al., 2011).

Limitaci na$i studie je nemozZnost hodnotit vznik kontrastem indukované nefropatie,
protoze jsme neméli k dispozici vzorky za 48 resp. 72 hodin po podani kontrastu (vétSina
pacientil byla v tuto dobu jiZ z nemocnice propusténa). VétsSina studii sleduje NGAL a dalsi
markery pravé v zavislosti na rozvoji CIN. I pfesto je vSak i znaSich vysledkii patrné,
ze v Casech 12 a 24 hodin po podani KL doslo k statisticky vyznamnému vzestupu mocovych

NGAL, ao-1-mikroglobulinu a NAG; a ze v case do 24 hodin po podani KL nedoslo
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k vyznamnym zméndm koncentraci sérového kreatininu a cystatinu C, ani glomerularnich
filtraci  ztéchto  markeri  odvozenych.  Stejné tak  albuminurie  stanovena
imunoturbidimetrickou i HPLC metodou se v zavislosti na podani KL s ¢asem statisticky
vyznamn¢ nemeénila. I pokud by tedy u nékterych naSich pacientii k rozvoji CIN doslo,
vzestup mocovych NGAL, a-1-mikroglobulinu a NAG by velmi pravdépodobné ptredchazel
vzestupu sérového kreatininu, cystatinu C a albuminurie.

Nekteré studie uvadeéji vyznamny korelaéni vztah vstupniho plazmatického (resp.
sérového) nebo mocového NGAL (korigovaného nebo nekorigovaného na mocovy kreatinin)
s vékem, sérovym kreatininem, glomerularni filtraci, stadiem CKD a nékdy téz se sérovym
cystatinem C nebo s albuminurii (Bachorzewska-Gajewska H. et al., 2006; Shaker O. G. et al.,
2010; Weber C. L. et al., 2011; McCullough P. A. et al., 2012; Akrawinthawong K. et al.,
2015). Nase studie vsSak pii korelaci vstupnich, postprocedualnich, ani vSech dat téchto
markerd Zadné ze zminénych korelaci nezjistila.

Uloha NGAL pii véasné diagnostice CIN byla zkoumana u détskych i dospélych
pacientil v celé fad¢ studii, jez vétSinou poukazuji na jeho velmi dobry prediktivni potencial.

Studie sledujici 91 détskych pacientd s méstnanou srde¢ni vadou podstupujici
elektivni katetrizaci s podanim kontrastu oznacila moc€ovy 1 plazmaticky NGAL jako
excelentni prediktor CIN, a to jiz v ¢ase 2 hodiny po vykonu (AUC-ROC 0,91-0,92; Hirsch R.
et al., 2007).

Autofi pilotni studie u dospélych pacientii (Bachorzewska-Gajewska H. et al., 2006)
zjistili vyznamny vzestup sérového NGAL 2 a 4 hodiny po perkutanni koronarni intervenci
(PCI) a mocového NGAL 4 a 12 hodiny po PCI. Sérovy cystatin C se vyznamné zvysil az
v ¢ase 24 hodin po podani kontrastu. Zadny z tdchto pacientl viak nevyvinul CIN, protoZe
sérovy kreatinin ziistal po 48 hodinach nezménény. Rozsifeni stejné studie (Bachorzewska-
Gajewska H. et al., 2007) na soubor 100 pacientil s normalnim vstupnim sérovym kreatininem
podstupujicich PCI tyto vysledky potvrdilo a odhalilo vyskyt CIN u 11 % pacientd.

Studie ¢inskych autort sledujici 150 dospélych pacientd s normalni funkei ledvin po
koronarografii zjistila, Ze mo¢ovy NGAL se vyznamné¢ zvysil pouze u skupiny, jeZ rozvinula
CIN (8,7 % ptipadit). NGAL byl vysetiovan v Casech pfed a 24 hodin po vykonu. ROC
analyza prokazala dobrou vypovédni hodnotu v diagnostice CIN ve srovnani se sérovym
kreatininem (p<0,05; Ling W. et al., 2008).

Nami opakované citovana studie z roku 2015 (Torregrosa 1. et al., 2015), kterd

stanovovala kromé mocového NGAL dalsi mocové biomarkery (L-FABP a KIM-1) u skupiny
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193 dospélych pacienti 12 hodin po koronarografii, zjistila nejvyssi senzitivitu i specificitu
pro diagnostiku AKI pravé u moc¢ového NGAL (AUC >0,90).

Zcela recentni studie (Connolly M. et al, 2018) vySettovala markery AKI
(plazmaticky NGAL, sérové L-FABP, KIM-1, IL-18, kreatinin a moc¢ové NGAL, cystatin C)
po podani KL u pacientti s chronickym onemocnénim ledvin. CIN nejlépe predikoval sérovy
L-FABP ve 4. hodiné a plazmaticky NGAL v 6. hodin€ po podani KL.

Metaanalyza 19 studii z 8 zemi sledujici vznik CIN u dospélych i détskych pacientd
(Haase M. et al., 2009) odhalila celkovou AUC-ROC mocového i plazmatického NGAL pro
predikci CIN po korondrnich vykonech 0,894 (v ¢ase do 6 hodin po podani KL).

V roce 2017 byly publikovany dvé¢ studie, které vyznam vySetieni NGAL v predikci
CIN zpochybnuji. Ribitsch W. et al. sledovali 617 pacienti s CKD podstupujicich
arteriografii. MoCovy NGAL byl méfen 1 den pted a 4 aZ 6 hodin po vykonu. U 10 pacienti
(1,7 %) doslo k vyznamnému zvySeni NGAL, incidence CIN byla 9,4 % (58 pacientll),
z ¢ehoz vyplyva specificita 98,4 % a senzitivita pouze 1,72 % v diagnostice CIN.
Rozhodovaci meze pro vyznamné zvyseni NGAL po podani KL vsak byly pomémé piisné:
bud’ vzestup koncentrace nad 150 pg/l v ptipad€ vstupnich hodnot < 75 pg/l nebo
zdvojnasobeni koncentraci v pfipad¢ vstupnich hodnot > 75 pg/l (Ribitsch W. et al., 2017).
Podle téchto kritérii by v pfipad¢ nasi studie doslo k vyznamnému zvyseni NGAL u jednoho
pacienta s eGF < 1,2 v Case 4 hodiny, u jednoho pacienta s eGF >1,2 v ¢ase 12 hodin a u tfi
pacientti (1 z nich s eGF < 1,2) v €ase 24 hodin po podani KL.

Cecchi E. et al. vySetfovali NGAL v séru a moci u 43 pacientil pfed a 4 hodiny po PCI
spole¢n¢ se sérovymi cystatinem C a kreatininem. K rozvoji CIN doslo u 16 % pacientli
a v ¢ase 4 hodiny po PCI u nich byl zaznamenan vyznamny vzestup cystatinu C (zacal stoupat
diive nez sérovy kreatinin), zatimco k vyznamnym zménam NGAL v souvislosti s vykonem
nedoslo (Cecchi E. et al., 2017).

Z uvedenych 1 dalSich studii vyplyva, Ze po podani KL dochazi k vyznamnému
zvySeni mocového NGAL, které vSak byva popisovano ve velkém Casovém rozpéti po podani
KL (n€které studie uvadeji cas vzestupu jiz za 2 hodiny, jiné aZz za 24 hodin). Studie
zpochybiiujici vyznam NGAL v predikci CIN (Ribitsch W. et al., 2017; Cecchi E. et al.,
2017) tento marker vySetiovaly v ¢ase 4 az 6 hodin po podani KL. V tomto Case nedoslo
v nasi ani v fad¢ dalSich studii k vyznamnému zvySeni moc¢ového NGAL (v nasi studii jsme
zaznamenali vyznamny vzestup az v ¢ase 12 hodin po vykonu).

Vyznamny vzestup mocového NGAL po podani KL byva popisovan u pacientl

s normalni funkci ledvin i u pacienti s CKD. Akrawinthawong K. et al. (2015) popisuji
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zéavislost bazalnich hodnot NGAL a i jeho vzestupu po podani kontrastu na stadiu CKD. Jak
jiz bylo uvedeno, v nasi studii jsme souvislost mezi mo¢ovym NGAL a eGF (resp. sérovym
kreatininem ¢i cystatinem C) vstupné ani po podani KL nena$li, urCit¢ odliSnosti
v podsouborech podle eGF vSak vysledovat lze. V pfipadé¢ podsouboru s eGF < 1,2 doslo
k vice nez dvojndsobnému vzestupu medidnu NGAL v c¢ase 12 hodin a k vice nez
trojnasobnému v ¢ase 24 hodin po podani KL, v ¢ase 24 hodin doslo i k t¢éméf dvojnasobnému
vzestupu poméeru mocovy NGAL/mocovy kreatinin. V podsouboru s eGF > 1,2 bylo zvySeni
mediani méné vyrazné (nedoslo ani k dvojnasobnému vzestupu NGAL, korigovany NGAL
byl v pribé¢hu celého sledovani prakticky stejny). Subklinickd CIN byva v nékterych studiich
definovana vice nez dvojnasobnym vzestupem koncentraci NGAL (bez vzestupu sérového
kreatininu, Akrawinthawong K. et al., 2015). K nému doslo u 54 % pacientii s eGF < 1,2
a pouze u 35 % pacientt s eGF > 1,2. Tento podrobné&jsi rozbor naznacuje na vyssi ndchylnost
pacientl s CKD k rozvoji kontrastem indukované nefropatie, jsme si vSak védomi skute¢nosti,
ze statisticka analyza rozdilnost vyvoje tohoto markeru v ¢ase mezi podsoubory nepotvrdila
a ze jsme v obou podsouborech pozorovali ve vétsin€ pripadi pomérn¢ nizké hladiny NGAL.

Mocovy a-1-mikroglobulin vykazoval statisticky stejné¢ vyznamné zmény v ¢ase jako
mocovy NGAL. Statisticky vyznamné zmény v Case vykazoval také korigovany mocovy
a-1-mikroglobulin (mezi vstupnim odbérem a odbérem 4 hodiny po podani KL), jako jediny
z korigovanych mocovych markeri na mocovy kreatinin. V ptipadé mocového NAG byl
zjistén statisticky hrani¢ni vzestup jeho koncentrace v €ase 24 hodin po podani KL.
Albuminurie (stanovend obéma metodami), sérovy cystatin C a kreatinin se s casem
statisticky vyznamn¢ neménily.

Vyvoj koncentraci téchto markerii v ¢ase 1, 2 a 3 dny po koronarografii a rozvoj CIN
u pacientll s eGFumprp 30 aZ 59 ml/min/1,73 m? sledovala studie japonskych autorti (Kato K.
et al., 2008). K rozvoji CIN doslo u 42 % pacientli (u 13 z celkového N=31). V piipade
mocovych markerti o-1-mikroglobulinu, NAG a albuminu nebyly nalezeny statisticky
vyznamné zmény s ¢asem, ani rozdily mezi skupinami pacientd s a bez rozvoje CIN, zatimco
hladiny cystatinu C byly statisticky vyznamné vyss8i u skupiny s rozvojem CIN (a to 1 pred
podanim KL) a pouze u této skupiny vyznamné vzrlstaly s casem. Pfi hodnoté cut-off
1,2 mg/1 vykazoval cystatin C pted podanim kontrastu 94,7 % senzitivitu a 84,8 % specificitu
pro detekci CIN. Oproti tomu, cut-off hodnota sérového kreatininu 96,8 pmol/l dosahovala
pouze 63,2 % senzitivitu a 78,8 % specificitu. Autofi této studie zvazuji vySetfovat cystatin C
jako marker predikce CIN, pfedevsim u pacientli s hrani¢nimi hladinami sérového kreatininu.

Je diskutovana také hladina cut-off >1,2 mg/l stim, Ze jiné studie stanovily hodnotu
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>1,3 mg/l. Ob¢ tyto cut-off hodnoty by se nachazely jest¢ v ramci referencniho rozmezi
v ptfipadé stanoveni cystatinu C v nasi studii: 0,63 az 1,44 mg/l pro pacienty starSi 50 let
(referencni rozmezi cystatinu C studie japonskych autorti bylo 0,51 az 0,98 mg/l). I v pripade
uziti benevolentnéjsi hodnoty cut-off 1,3 mg/l by bylo v nasi studii ve vysokém riziku rozvoje
CIN 69 % pacientli z podsouboru s eGF < 1,2 a 11 % pacientli z podsouboru s eGF > 1,2.
Vzhledem k nedostupnosti vzorkil za 48 resp. 72 hodin vznik CIN nemiizeme hodnotit, avSak
k vyznamnému zvySeni cystatinu C v ¢ase 24 hodin po podani KL nedoslo. Bylo vSak
publikovano nékolik studii, které vyznamné zvyseni v ¢ase 24 hodin po podani KL popisuji.
Kromé¢ jiz zminéné studie (Kato K. et al., 2008), napt. studie autorit Padhy M. et al., kdy
vrchol vzestupu cystatinu C byl popsan pravé v ¢ase 24 hodin po podani KL, tito autofi
uvadeji hodnotu cut-off pro tento ¢as dokonce jesté nizsi; 0,99 mg/l (Padhy M. et al., 2014).

Neékteré z téchto markert sledovala jiz v roce 1996 studie italskych autort: kromé
sérového kreatininu byla u 121 pacientll s normalni funkci ledvin vySetfovéna albuminurie
a mocové a-1-mikroglobulin a NAG pied podanim, 1 hodinu a 24 hodin po podani KL.
Vysledky koresponduji s vysledky nasi studie: sérovy kreatinin a albuminurie zistaly
v zavislosti na podani KL nezménény, zatimco o-1-mikroglobulin a NAG vykazovaly
statisticky vyznamny vzestup (Carraro M. et al., 1996).

I dalsi studie poukazuji na uzitecnost mocovych markert NAG a a-1-mikroglobulinu.
Napt. pediatricka studie z roku 2006 (Niboshi A. et al., 2006) sledovala 98 déti
s kardiovaskularnim onemocnénim. Autofi zaznamenali vyznamny vzestup mocovych NAG
a a-1-mikroglobulinu korigovanych na mocovy kreatinin v ¢ase 12 hodin po podani KL,
k vzestupu sérového kreatininu nedoslo. Dalsi pediatrickd studie byla publikovana v roce
2016, sledovala 91 déti po koronarografii a opét poukazuje na vyznam korigovaného
mocového NAG, k jehoz vzestupu doslo v ¢ase 6 hodin po podani KL a naslednému poklesu
v Case 12 a 24 hodin. V case 24 hodin doslo ke zvySeni sérového cystatinu C, sérovy kreatinin
se nezménil (Benzer M. et al., 2016). Studie u dospélych pacientli po koronarografii popisuji
statisticky vyznamné zvySeni korigovaného 1 nekorigovaného mocového NAG v Case
24 hodin po vykonu, jedna ze studii u pacientl s normalni renalni funkci i s CKD (Usutani S.,
2000), druhd studie pak pouze u pacientli, u nichz se rozvinula CIN (N=33, z celkového
N=590; Ren L. et al., 2011).

U a-1-mikroglobulinu pro nas bylo velmi ptekvapujicim zjiSténim, ze 94 % vSech
vysledki (zahrnujici 1 data pfed podanim KL) ptekrocilo referen¢ni meze a dale to, ze jeho
hodnoty (a to opé€t i vstupni) byly statisticky vyznamné vyssi v podsouboru s eGF > 1,2.

V piipadé¢ poméru mocovy a-1-mikroglobulin/mocovy kreatinin nase laboratof referencni
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meze neuvadi, v literatuie jsme nalezli definovanou horni hranici referen¢niho rozmezi jako
0,7 mg/mmol (Tencer J. et al., 1996), 0,83 mg/mmol (Gan S. L. et al., 1994) nebo
1,7 mg/mmol (Yu H. et al., 1983). Tyto hodnoty by v nasi studii ptekrocili hodnoty vSech
pacientli ve vSech odbérech. Kdybychom horni hranici pro nasi laboratot odhadli a vydélili
horni mez referen¢niho rozmezi mocového a-1-mikroglobulinu dolni mezi referencniho
rozmezi mocového kreatininu, vys$la by ndm hodnota 2,1 mg/mmol. I tuto ,,nejmirngjsi
hodnotu by ptekrocilo 99 % vsech naméfenych hodnot. V literatufe byva popisovano,
ze hladiny a-1-mikroglobulinu vyznamné nartstaji s vékem (Gan S. L. et al., 1994). V nasi
studii jsme vSak vyznamnou korelaci mezi vsupnim nekorigovanym ani korigovanym
a-1-mikroglobulinem a v€kem nenaSli. Pfedmétem naSeho dal§itho z4jmu bude sledovat
hladiny tohoto markeru u co nejvétsiho souboru pacientt riiznych vékovych kategorii, jak bez
poskozeni ledvin, tak sriznym stupném rendlni insuficience. Mezi a-1-mikroglobulinem
a NAG byl zjistén vyznamny korelacni vztah, obdobny vyvoj téchto markerd pfi tubularni
dysfunkci byl popsan jiz v roce 1983 (Yu H. et al., 1983).

Albuminurie stanovena imunoturbidimetrickou i HPLC metodou, stejné tak jako jejich
poméry na kreatinin, se v zdvislosti na poddni KL s ¢asem statisticky vyznamné neménily,
coz koresponduje s vysledky zminénych studii japonskych (Kato K. et al., 2008) a italskych
(Carraro M. et al., 1996) autorti. Mezi témito markery albuminurie IT vs. albuminurie HPLC
a albuminurie IT/mocovy kreatinin vs. albuminurie HPLC/mocovy kreatinin byly zjiStény
vyznamné korelacni vztahy (r=0,999; p <0,001), ¢imz jsme potvrdili vysledky prvni studie
této dizertacni prace a dale ztoho vyplyva, Ze po podani KL v ledviné nevznikd dalsi
imunonereaktivni albumin. V dostupné literatufe jsme jiz dal$i studie sledujici vyvoj
albuminurie po podani KL nenasli. Studie sledujici albuminurii (resp. obecné proteinurii)
v kontextu CIN spiSe hodnoti vliv vstupni albuminurie pfed podanim KL na rozvoj CIN a ve
vétSiné pripadi zvySenou albuminurii (resp. proteinurii) oznacuji jako vyznamny rizikovy
faktor rozvoje CIN (Yang J-q. et al., 2014; Mittal P. et al., 2014; Tao Y. et al., 2017).

Vysetieni moc¢ového kreatininu pro nas bylo duilezité ze dvou diivodi: jednak jsme na
jeho koncentraci vztahovali zmiflované mocové markery, jednak ndm slouZzil jako marker
hydratace pacientl a funkce ledvin. Pacienti z podsouboru s eGF < 1,2 vykazovali vyznamné
niz8i hodnoty mocového kreatininu ve vSech odbérech, ve vstupnim vySetieni a v Case
4 hodiny po podani KL jsme u nich nalezli 58 % zastoupeni koncentraci kreatininu pod dolni
hranici referenéniho rozmezi (v podsouboru s eGF > 1,2 to bylo 48 %), ostatni vySetfeni
v téchto Casech byly v ramci referencniho rozmezi. Tyto vysledky nasvédcuji na dobry stav

hydratace (resp. az zvySenou hydrataci) pfed vykonem v ramci pfipravy pied podanim KL,
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coz je v souladu s doporuc¢enim (napt. Vachek J. et al., 2014). V Casech 12 a 24 hodin po
podani KL jsme nalezli naopak znacné zastoupeni mocového kreatininu nad referencnim
rozmezi, a to predev§sim v podsouboru s eGF > 1,2 (45 % ptipada vs. ,,pouze™ 15 % ptipadii
v podsouboru s eGF < 1,2). Vysledky nasvéd¢uji tomu, ze vétsi diraz na dostatecny stav
hydratace byl kladen v rizikovém souboru pacientii s rendlni insuficienci. Mocovy kreatinin
v nasi studii v nékterych ptipadech zkorigoval mocové markery tak, Ze jejich statisticky
vyznamny vzestup se stal po korekci nevyznamnym. V souladu se zavéry dalSich studii
(napt. Helmersson-Karlqvist J. et al., 2013) doporucujeme i pti hodnoceni vzniku kontrastem
indukované nefropatie vySetfovat jak markery nekorigované, tak korigované na mocovy

kreatinin.
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6. ZAVER

1.

Zavedli jsme HPLC metodu pro stanoveni albuminurie, ktera splnila pozadavky Gspésné
validace a verifikace. Vysledky svéd¢i pro vyssi diagnostickou senzitivitu HPLC metody
pro zachyceni patologické albuminurie ve srovnani s IT metodou. Nepotvrdili jsme
nespecificnost metody, vysledky naopak nasvédcuji tomu, ze imunonereaktivni albumin je
hlavni pfi¢inou diferenci mezi metodami. Celkovou albuminurii (imunochemicky
reaktivni plus imunochemicky nereaktivni) je mozné odhadnout z IT stanovené
albuminurie (v pfipadé pouziti automatického analyzatoru Cobas Integra 400, Roche
Diagnostics) pomoci jedné ze tfi korekcnich rovnic v zavislosti na diagnéze diabetes
mellitus (diabetici 1. typu, 2. typu a nediabetici). Nejvyznamnéj$i rozdil mezi metodami
byl zjistén v oblasti fyziologické albuminurie, se zvySujici se albuminurii se rozdil
zmenSoval. Nebyla zjisténa korelace mezi glykovanym hemoglobinem HbA . a parametry
vztahujicimi se k albuminurii. Albuminurie a HbA|. jsou nezavislymi biomarkery pfi
monitoraci pacientll s diagnézou diabetes mellitus.

Vysledky studie u détskych pacientl po transplantaci ledviny nasvédcuji tomu, Ze mocovy
NGAL nemuze byt pouzit pro rozliSeni akutni rejekce od nerejekcnich pficin akutniho
poskozeni transplantované ledviny.

Koncentrace mocového NGAL (nekorigovaného i1 korigovaného na mocovy kreatinin)
dokazaly diagnostikovat détské pacienty s AKI, u nichz mnohonésobné piekrocily
hodnoty cut-off pro AKI. Tento soubor se statisticky vyznamné odliSoval od soubort
s prerenalni azotémii, CKD a kontrolniho souboru déti bez poSkozeni ledvin. V souboru
s CKD byly zjistény statisticky vyznamné vyssi hodnoty mocovych NGAL ve srovnani
s kontrolnim souborem, které vSak nedosahovaly hodnot cut-off pro AKI.

U dospélé populace nemusi rendlni komplikace po kardiochirurgickych vykonech vzdy
korespondovat se vzestupem mocového NGAL. Vhodnéjsim inicidlnim markerem
byl mocovy NGAL korigovany na moc€ovy kreatinin.

U dospélych pacientli po angiografii doSlo v ¢asech 12 a 24 hodin po podéani kontrastni
latky (KL) ke statisticky vyznamnému vzestupu mocovych NGAL, a-1-mikroglobulinu
a NAG; v ¢ase do 24 hodin po podani KL nedoslo k vyznamnym zmé&ndm koncentraci
sérového kreatininu a cystatinu C, ani GF z téchto markerd odvozenych. Stejné¢ tak
albuminurie stanovena IT i HPLC metodou se v zavislosti na podani KL s c¢asem
statisticky vyznamné neménila. I pfi hodnoceni vzniku kontrastem indukované nefropatie

doporucujeme vysetrovat jak markery nekorigované, tak korigované na mocovy kreatinin.
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7. SOUHRN

Cile: Dizertacni prace se vénuje biomarkerim casného poSkozeni ledvin, a to predevsSim
albuminurii a neutrofilnimu s gelatindzou asociovanému lipokalinu (NGAL). V piipadé
albuminurie bylo nasim cilem zavést HPLC metodu, porovnat ji s metodou
imunoturbidimetrickou (IT) a sledovat vztah k diagnéze diabetes mellitus. Cilem vysSetieni
mocového NGAL (a event. dalSich markert) bylo pfedevSim ovéfit jeho spolehlivost
v predikci akutniho poskozeni ledvin (AKI).

Metodika: Albuminurii jsme vysetfovali ve vzorcich ¢erstvé moci v souboru 636 diabetikti a
456 nediabetikti zavedenou HPLC metodou (Agilent 1200, Agilent Technologies, USA)
a imunoturbidimetricky (Cobas Integra 400, Roche Diagnostics); zjistovali jsme korelacni
vztahy mezi albuminurii a glykovanym hemoglobinem HbA.. Mocovy NGAL jsme
vySettovali chemiluminiscenéni mikrocasticovou imunoanalyzou (Architect 14000, Abbott)
v souborech déti: 1) po transplantaci ledvin (N=15), 2) sakutnim nebo s chronickym
onemocnénim ledvin (N=28); a v souborech dospélych pacientli: 1) po kardiochirurgickych
vykonech (N=10) a 2) po angiografii (N=41).

Vysledky: Albuminurie stanovena HPLC byla statisticky vyznamné vys$i nez stanovena IT.
Vyloucili jsme nespecificnost HPLC metody, vysledky naopak nasvéd€uji tomu, Ze hlavni
pti¢inou diferenci mezi metodami je pfitomnost imunonereaktivniho albuminu a ukazuji na
vyssi diagnostickou senzitivitu HPLC metody pro zachyceni patologické albuminurie.
Celkovou albuminurii je moZzné odhadnout z IT stanovené albuminurie pomoci jedné ze tii
korekénich rovnic v zavislosti na diagndze diabetes mellitus (diabetici 1. typu, 2. typu a
nediabetici). Nebyla zjisténa korelace mezi HbA 1. a parametry vztahujicimi se k albuminurii.
Koncentrace mocového NGAL dokazaly diagnostikovat détské pacienty s AKI, u nichz
mnohonasobné pirekrocily hodnoty cut-off pro AKI. U détskych pacientd po transplantaci
ledviny mocovy NGAL nedokézal rozliSit akutni rejekci od nerejekénich pricin AKI. U
dospélych pacienti po kardiochirurgickych vykonech vznik renalnich komplikaci
nekorespondoval se vzestupem mocového NGAL, vhodnéj$Sim inicialnim markerem byl
mocovy NGAL korigovany na mocovy kreatinin. U dospélych pacientll po angiografii doslo
ke statisticky vyznamnému vzestupu mocovych NGAL, a-1-mikroglobulinu a NAG; nedoslo
k vyznamnym zménam koncentraci sérového kreatininu a cystatinu C, ani albuminurii.

Zavér: Nase studie poukazuji pfedev§im na diskrepanci mezi IT a HPLC metodou stanoveni

albuminurie a na vyznam a mozna uskali vySetieni NGAL pfi diagnostice AKI.

127



SUMMARY

Aims: The thesis deals with the biomarkers of early renal injury, namely albuminuria and
neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL). The aims in the case of albuminuria were
the implementation of HPLC method, comparing HPLC with immunoturbidimetric (IT)
method and monitoring the relationship to the diagnosis of diabetes mellitus. The aim of
urinary NGAL (and eventually other markers) examination was to verify its reliability in the
prediction of acute kidney injury (AKI).

Methods: We investigated albuminuria in fresh urine samples in the groups of 636 diabetics
and 456 nondiabetics using the HPLC method (Agilent 1200, Agilent Technologies, USA)
and immunoturbidimetrically (Cobas Integra 400, Roche Diagnostics); we studied the
correlations and relationships between albuminuria and glycated hemoglobin HbAi.. We
investigated urinary NGAL by chemiluminescent microparticle immunoassay
(Architect 14000, Abbott) in children's groups: 1) after renal transplantation (N = 15), 2) with
acute or chronic kidney disease (N = 28); and in adult patient’s groups: 1) after cardiac
surgery (N = 10) and 2) post angiography (N =41).

Results: Albuminuria determined by HPLC was statistically significantly higher than
albuminuria determined by IT. We excluded nonspecificity of the HPLC method. Results
indicate that the main cause of the differences between the methods is the presence of
immunounreactive albumin and indicate a higher diagnostic sensitivity of the HPLC method
for the detection of pathological albuminuria. Total albuminuria can be estimated from IT-
determined albuminuria using one of three correction formulas, depending on the diagnosis of
diabetes mellitus (diabetics type 1, type 2, and nondiabetics). There was no correlation
between HbAi. and albumin-related parameters. Urinary NGAL concentrations have been
able to diagnose AKI infants who have exceeded the AKI cut-off values many times. In
children after renal transplantation, urinary NGAL failed to distinguish acute rejection from
non-rejection causes of AKI. In adult patients after cardiac surgery, renal complications did
not correspond to the urinary NGAL increase, a more suitable initial marker was urinary
NGAL corrected for urinary creatinine. In adult patients after angiography, there was
a statistically significant increase in urinary NGAL, a-1-microglobulin and NAG; there were
no significant changes in serum creatinine and cystatin C concentrations or albuminuria.
Conclusions: Our studies mainly highlight the discrepancy between the IT and HPLC method
for the assessment of albuminuria and the significance and possible difficulties of NGAL

examinations in the AKI diagnostics.
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