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ABSTRAKT

Chronické onemocnéni ledvin je jednim s celosvétovych problému, ktery piinasi
znaéné riziko kardiovaskularni morbidity a smrti, proto je na jednotlivé laboratorni ukazatele
selhani ledvin kladen znaény dirraz, zejména na jejich senzitivitu a specifiénost. V soucasnosti
slouzi klinikiim k interpretaci onemocnéni ledvin dva parametry. Jedna se o sérovy kreatinin,
ktery je nejbéznéji pouzivanym markerem pro stanoveni glomerularni filtrace, a o Cystatin C,
ktery nabyva dnes na vyznamu nejen z hlediska nefrologie, ale i jako prognosticky marker pro
akutni selhani ledvin. Nas konkrétn¢ zajimalo, zda hodnoty sérového kreatininu koreluji s vy-
sledky Cystatinu C.

Vysetfili jsme 400 pacientil na Cystatin C, 200 pacientt na systému Cobas Integra 800
a 200 pacientl na systému Cobas Mira Plus. Na obou systémech jsme u vysetfované skupiny
pacientt nalezli neshodu v interpretacich zavislosti koncentrace Cystatinu C na kreatininu. Na
analyzatoru Cobas Integra 800 stanovovaného Cystatinu C soupravou firmy Roche, byla smé-
rodatna odchylka 0,02 a variacni koeficient 1,98%. Druhym analytickym systémem pouZitym
ve studii byl otevieny systém Cobas Mira Plus, kterym jsme stanovovali Cystatin C soupra-

vou firmy Diazyme, kde ndm vysla smérodatna odchylka 0,27 a varia¢ni koeficient 13,95%.



ABSTRACT

Chronic kidney disease is a worldwide health problem that carries a substantive risk
for cardiovascular morbidity and death. GFR is the most frequently used criteria in the as-
sessment of renal function. Serum creatinine is the most commonly used marker for estimati-
on of GFR. However, it has become evident that the creatinine concentration is far from ideal
because it is significantly changed by other factors such as muscle mass, diet, gender, age and
tubular secretion. Cystatin C in plasma and serum has been proposed as a more sensitive mar-
ker for GFR, and several studies, as well as one meta analysis, have suggested that cystatin C
is superior to serum creatinine for estimation of GFR. Additionally cystatin C has been
discussed in recent literature as a prognostic marker for acute heart failure.

The serum concentrations of the marker Cystatin C were analysed by 400 patients on
the two chosen systems, Cobas Integra 800 and Cobas Mira Plus(200:200). It was found out
that those systems show the differences in the tested serum levels of Cystatin C and creatini-
ne.

There were calculated standard deviation(SD)=0,02 and variation coeffi-
cient(CV)=1,98% for the parameter Cystatin C in case of Cobas Integra 800 and SD=0,27 and
CV=13,95% in case of Cobas Mira Plus system. Finally, the advantages and the disadvan-
tages of the calculation of glomerular filtration using Cystatine C and creatinine were compa-

red.



1. UVOD

Udrzeni dynamické homeostazy vnitiniho prostfedi organismu je v podminkach ne zcela
ptresné fizeného piijmu potravy zavislé predevsim na presné fizeném vyluCovani téch latek,
které v daném momentu homeostazu narusuji. Jsou to a) jiz dale nevyuzité zplodiny a zbytky
metabolizmu, b) latky pro organizmus potiebné a vyuZitelné, ale v daném momentu pro svoji
koncentraci nadbyte¢né, ¢) nosice vylu¢ovanych latek a d) latky organizmu cizorodé (1éCiva,
drogy, toxiny a jiné latky).( Konradova et al. 2005, Trojan 1994 )

Vsechny tyto latky jsou pfredmétem exkrece, kterd je funkci riznych organti a funkénich
systémil. Exkrece mize byt funkci primarni, jak je tomu u ledvin, nebo funkci sekundérni,
jako u dychaciho aparatu, ktize nebo traviciho ustroji. V tomto smyslu jsou tedy ledviny hlav-
nim efektorem dynamické homeostazy extracelularni tekutiny. Pro plnéni této ulohy je u led-
vin splnén zdékladni piedpoklad: mimofaddny kontakt s extracelularni tekutinou (ECT).

(' Trojan, 1994 )



1. TEORETICKA CAST

2. 1. Morfologie mocového ustroji

Systém mocovy je slozen z parovych organd- ledvin a mocovodii a z organti neparo-

vych- mo¢ového méchyie a mocové trubice.( Trojan, 1994 )

2. 1. 1. Anatomie ledvin

Ledviny jsou ulozeny retroperitonealné po obou stranach patefe. Jsou ovalného, fazo-
lovitého tvaru, na medialni konkavni plose ledviny je tvoten hilus, kde do ledviny vstupuji a
z ledviny vystupuji krevni a lymfatické cévy, ledvinu tu opousti mocovod. (Varga et al.1991)

Parenchym ledviny je obklopen vazivovym pouzdrem (capsula fibrosa renis), kolem
ledviny se nachazi masa tukové tkané, ktera se nazyva capsula adiposa renis. Parenchym led-
viny obklopuje dutinu- sinus renalis, kterou vypliiuje panvicka ledvinna (pelvis renalis), ktera
usti v hilu ledviny do mo¢ovodu. Na stran€ odvracené od hilu se panvicka vétvi ve 2 nebo 3
kalichy ledvinné (calices maiores), které se dale vétvi v neékolik kaliskl ledvinnych (calices
minores). V parenchymu ledviny miizeme makroskopicky odlisit periferni ¢ast- karu ledviny
(cortex renalis) a vnitini ¢ast- den ledviny (medulla renalis). U ¢lovéka je dien ledviny sloze-
na z 10-18 ledvinnych pyramid (pyramides renales), které tvoii hranici mezi klirou a dfeni,
vrcholy pyramid smétuji k hilu ledviny, nazyvaji se ledvinné papily (papillae renales), ke kte-
rym jsou piipojeny kalisky ledvinné. ( Konradova et al.2005, Varga et al.1991, Trojan 1994)

Ledvina se sklada z ledvinnych kanélkti. Soubor kanalk, které¢ vytvareji moc, se na-
zyva nefron, kanalky, které shromazd’'uji moc¢ a déle ji upravuji, se nazyvaji sbéraci kanalky.
Nefron a pfislusné sbéraci kanalky predstavuji funkéni jednotku ledvin. Uspofadani ledvin-
nych kanalki souvisi s uspofddanim krevnich cév v ledving. Nefron je tvotfen ledvinovym té-
liskem (corpusculum renis), proximalnim tubulem, Henleovou klickou a distalnim tubulem.
Ledvinné télisko obsahuje v Bowmanové pouzdie ulozené klubicko kapilér, glomerulus, do
kterého je krev ptivadéna ptivodnou arteriolou (vasa afferentia) a odvadéna odvodnou arteri-

olou (vasa efferentia).( Vacek 1996 ) Misto vstupu a vystupu cév je oznacovano jako vasku-



larni podl ledvinného téliska. Bowmanovo pouzdro (capsula glomeruli) se sklada ze dvou listi
zevni parietalni list a vnitini visceralni list. Mezi obéma listy Bowmanova pouzdra je mocovy
prostor, kam je filtrovana primarni glomeruldrni mo¢ ptes filtracni membranu. Priméarni moc
pronika poéry, které jsou vytvoreny v cytoplazmé endotelovych bunék, komplexem splynulych
bazalnich lamin a dale filtratnimi $térbinami pfepazenymi diafragmou, které jsou vytvoieny
mezi pedikly podocytii. Ulohu filtru hraje komplex splynulych bazalnich lamin. Vysledkem
filtrace krve je primarni mo¢, kterd predstavuje ultrafiltrat krevni plazmy. ( Konradova et
al.2005,Vacek 1996, Teplan 2003)

Proximalni tubulus je del$i a ma vétsi zevni primér neZ tubulus distalni. Sklada se ze
dvou ¢asti: casti stocené (pars convoluta) a ¢asti pfimé (pars recta). Vystelka proximalniho
tubulu navazuje na epitel vystylajici parietalni list Bowmanova pouzdra. V proximalnich tu-
bulech jsou z ultrafiltratu absorbovany proteiny, které v malém mnozstvi pronikly ptes fil-
tracni membranu, dale vSechny aminokyseliny, glukéza, natriové ionty a voda. Henleova
klicka probihd témét cela ve dfeni ledviny. M4 tvar velkého U, sklada se ze dvou ramének,
sestupného a vzestupného. Podle charakteru vystelky rozezndvame tzky a Siroky segment
Henleovy klicky. Henleova klicka je nezbytnd pro retenci vody v organizmu, vytvari
Vv intersticiu ledvin osmoticky gradient, ktery je nezbytny pro koncentraci moce pii pritoku
sbéracimi kanalky.(Teplan 2003, Varga et al.1991)

Distalni tubulus se vyskytuje v kiife ledvin, je pomérné kratky, sklada se opét z ¢asti
piimé (pars recta), ktera navazuje na vzestupné raménko Henleovy klicky, a z ¢asti stocené
(pars convoluta). Kolem distalniho tubulu je také vytvorena sit’ fenestrovanych kapilér, ve
které se rozvétvuje vas efferens. Distalni tubuly se vyznamné podili na udrzovani rovnovahy
elektrolytii a acidobazické rovnovahy organizmu. Distalni kandlek usti spojovacim segmen-
tem do sbéraciho kanalku. Sbéraci kanalky (tubuli colligentes) jsou vystlany bunikami, které
jsou velmi citlivé na ptsobeni antidiuretického hormonu. V zavislosti na mnozstvi tekutin
Vv téle reguluji mnozstvi a koncentraci vylu¢ované moci. V oblasti kontaktu s distalnim tubu-
lem dochazi také ke strukturdlnim zménam ve stén¢ vas afferens, n€kdy téz ve stén¢ vas effe-
rens. V arteriole mizi membrana elastica interna a v tunica media se objevuji modifikované
hladké svalové buiky- buiiky juxtaglomeruldrni. Macula densa je specializovand oblast
v distalnim tubulu a spolu s oblasti extraglomerularnich bun¢k a vas afferens, kde se vyskytuji
juxtaglomerularni bunky, tvofi juxtaglomerularni aparat. Juxtaglomerularni aparat produkuje
renin, ktery pies systém angiotensinogen- angiotensin I- angiotensin I1- aldosteron ovliviiuje
objem plazmy a tim krevni tlak. ( Konradova et al.2005, Varga et al.1991, Vacek 1996)



Obrazek ¢.1 Anatomie ledvin

© Ivan Heleka

1-ktira ledviny (cortex renalis)

2-dien ledviny (medulla renalis)
3-ledvinové pyramidy (pyramides renalis)
4-ledvinova panvicka (pelvis renalis)
5-mocovod (urete)

( www.anatomie ledvin.cz,13.3.2013)

2. 1. 2. Vyvodné cesty moCové

Vyvodné cesty mocové tvori panvicka ledvinna (pelvis renalis), kalichy a kalisky led-
vinné (calices renales maiores et minores), mocovod (ureter), mocovy méchyt (vesica
urinaria) a mocova trubice (urethra). Ve vyvodnych cestach mocovych je mo¢ vytvorena
Vv ledvinach stfadana a posléze vylucovana z organizmu.( Varga et al.1991). Vyvodné cesty

mocové maji v zasadé jednotnou histologickou stavbu. Jejich sténa se sklada ze sliznice (tuni-
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ca mucosa), z vrstvy hladké svaloviny (tunica muscularis) a z adventicie (tunica adventitia).
Malou ¢ast moc¢ového méchyie kryje sero6za (peritoneum).

Mocova trubice odvadi mo¢ z moc¢ového mechyie. Stavba uretry se 1iSi u muze a zeny.
U muzu je od Gsti duktus ejaculatorii také vyvodni cestou pohlavni. Muzska mocova trubice-
urethra maskulina je ve srovnani s Zenskou uretrou delsi a déli se na 4 ¢asti. Pars intramuralis
probiha ve st¢né mocového méchyte, pars prostatica je obklopend prostatou, pars diaphragma-
tica probiha v diaphragma urogenitale a pars spongiosa je umisténa VvV COrpus spongiosum
urethrae ( Konradova et al.2005)

2. 2. Fyziologie mocového ustroji

2. 2. 1. Funkce ledvin

K zékladnim funkcim ledvin patfi:

-vyluovéani odpadnich, nepotiebnych, eventudlné toxickych latek (urea, kreatinin, kyselina
mocova, metabolity hormonti, mnohé 1éky ¢i jejich metabolity);

-udrZovani stability vnitiniho prostiedi, tj. osmotického tlaku, koncentrace zdkladnich minera-
1t a vodikovych iontl (pH);

- tvorba biologicky aktivnich latek (renin, erytropoetin, kalcitriol);

- metabolicka funkce- napf.glukoneogeneze.

Vétsinu z téchto funkci zajistuji ledviny tvorbou moci, jejiz sloZzeni se méni podle potieby
organismu. ( Racek 1999, Teplan 2003)

Nizkomolekularni latky se dostavaji do moci glomerularni filtraci, vétsi molekuly jsou
zadrzeny a vV moci je nachazime jen pii poruchach glomerulu. SloZeni primarni mo¢i (glome-
rularniho filtratu) je tedy podobné plazmé bez vétSich bilkovin. Pfi prichodu proximalnim a
distalnim tubulem a Henleho klickou dochézi k zahusténi moci, které je dané osmotickym
gradientem mezi obsahem tubulil a intersticidlni tekutinou v dfeni ledvin, zvétSujicim se sme-
rem k papile ledvin. Rada latek potiebnych pro organismus (glukdza, aminokyseliny) se
vstiebava jiz v proximalnim tubulu. V tubularnim systému dochazi rovnéz k resorpci a sekreci
mineralt a dalSich latek, aby byla zajiSténa stabilita vnitiniho prostfedi. Tubuly se podileji 1
na acidifikaci mo¢i. Rada tubularnich dg&jii je pod kontrolou hormonii (adiuretin, aldosteron,

parathormon aj.). Dllezité je enzymové vybaveni tubularnich bunék, napt. obsah glutaminazy

11



pro tvorbu amoniaku a vylu¢ovani H+; prikaz tubularnich enzymt v moci se vyuziva i dia-

gnosticky. ( Racek 1999, Neshyba et al.1990)

2. 3. Patofyziologie mocového ustroji

U ledvinovych nemoci dochazi ve vétsi nebo mensi mite k zadrzovani odpadnich latek
nebo k poruse vodni a elektrolytové rovnovahy. Ztrata funkce nefronii ma dosti riznorodou
etiologii a patogenezi. VV mnoha piipadech je to ztrata reverzibilni, ale jindy mohou byt nefro-
ny ztraceny trvale. Nefrond se zda byt v ledvin€ znac¢ny piebytek, s postupujicimi ztratami
prezivajici nefrony hypertrofuji (nabyvaji na velikosti), takze mohou produkovat vétsi mnoz-
stvi filtratu. Hypertrofie vSak nemize kompenzovat ztraty nefront upln¢ a funkéni zhorSovani
pokracuje, pfi¢emz zaniklé nefrony jsou nahrazovany jizevnatou tkani. Funk¢ni defekty led-
viny mohou mit piivodné piicinu v poskozeni nefronu samotného, jindy ale v infekcich, které
vznikaji ve vyvodnych mocovych cestach, a pak se $ifi do tkani ledvinné diené. V obou pfi-
padech muize dojit k rychlé reparaci, jestlize vSak porucha pfetrvava, miZe mit za nasledek
trvalou ztratu celych nefrond. (Trojan 1994, Varga et al. 1991)

Dusledky glomerularnich poruch konverguji k vytvotreni dvou klinickych obrazii: nef-
rotického a nefritického syndromu. Nefroticky syndrom je typicky charakterizovan vyraznou
glomeruldrni proteinurii (vylu¢ovanim bilkovin moci), zptsobenou neschopnosti glomerula
zadrZet bilkovinu. U nefritického syndromu je v klinickém obraze dominantni ndlez erytrocy-
ta v moc¢i (hematurie). (Varga et al. 1991, Racek 1999)

Poskozeni ledviny, at’ uz jakéhokoliv pivodu, vede diive nebo pozdéji k pfiznakim
ledvinného selhani, které miize byt akutni nebo chronické. Oba tyto stavy jsou spojeny
S urémii, coz je postupna ztrata ledvinnych funkci ( Neshyba et al.1990 ).

Pod pojmem onemocnéni ledvin si mizeme piedstavit napiiklad:

-selhani ledvin- akutni — nahle se vyvijejici béhem hodin az dnli
- pti akutni glomerulonefritidé,vlivem neurotoxickych jedu ¢i pti Soku
- chronické- renélni insuficience plynule pfechazi v selhani ledvin,
- zejména v tomto piipadé mulze byt pacient dlouho zcela bez potizi

(Racek 1999)

- glomerulonefritida- zanétlivé onemocnéni glomerull v ledvinach- objevujici se krev i

bilkovina v moc¢i, inava, mo¢eni malého mnozstvi moce
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az zastava, bolesti zad, zvySena teplota,vykaslavani krve

- Addisonova choroba- onemocnéni nadledvin a kiry nadledvin- chronicka slabost,

ochablost svalti, sniZzeny krevni tlak, nechutenstvi, prijem, podrazdénost, tmavnuti pokozky

- urolitiaza- onemocnéni ledvin- ledvinové kameny nebo pisek- postihuje vice muze, ledvi-

nova kolika, bolest v bedrech, bficha, tfislech i pfi moceni, krev v moci (Teplan 2003)

- nadory ledvin- zhoubné a nezhoubné- projevujici se sniZenim poctu Cervenych krvinek,

zvySenim hladiny vapniku v krvi, patologicka zlomenina, bolest v boku, krev v mo¢i

- hepatorenalni syndrom- onemocnéni nebo poskozeni jater, které muze vést K akutnimu

selhani ledvin- snizeny krevni tlak, rychly puls, otoky, selhani jater, dehydratace

- zanéty mocovych cest- infekéni onemocnéni mocového méchyte a mocové trubice- Casté
moceni, paleni pii moceni, kalna zapachajici moc¢, krev v moci, zvySend teplota a bolesti v

podbrisku

Nasledkem onemocnéni ledvin mize vzniknout cukrovka, vysoky krevni tlak, ateroskler6za a

mnoho dal$ich onemocnéni. ( www.pfiznaky onemocnéni ledvin-Zdravé.cz, 22.4.2013)

2. 4. Funkéni zkousky ledvin

K zakladnim metodam funkéniho vySetieni ledvin patii vySetfovani glomerularni fil-
trace (GF), kdy stupeii snizeni GF slouzi jako klasifika¢ni marker stupné zavaznosti poskoze-
ni ledvin, vySetfeni tubularni resorpce a frakéni exkrece, koncentraéni pokus, acidifikacni a
alkalizacni test, pfipadné ostatni (specialni) ukazatele funkce ledvin napf. osmolalni clearan-
ce, clearance bezsolutové vody a clearance bezelektrolytové vody.

V soucasné dob¢ uzivame ke stanoveni GF metod pfimych a metod vypoctovych vy-
chazejici z hodnoty sérového kreatininu a dalSich proménnych faktort (v€k, hmotnost, urea,

albumin, pohlavi, rasa apod.)( Racek 1999, Masopust 1998)
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2.4. 1. Kvantitativni stanoveni glomerularni filtrace

Velikost glomerularni filtrace je dana:
e filtratnim tlakem (pomérem rozdilu tlaku ve vas afferens a efferens a tlaku
Vv Bowmanov¢ vacku);
e permeabilitou glomeruldrni membrany;
e velikosti filtra¢ni plochy.
Nenastane-li vétsi hypotenze, je filtracni tlak udrzovan v pomérn€ Gzkém rozmezi. Kdyz
vylou¢ime vyrazngj$i zmény v tloustce a permeabilité¢ glomerularni membrany, je glomeru-

larni filtrace imé&rna poctu nefront. ( Racek 1999, Zima et al.2009)

2. 4. 2. Odvozeni vzorce pro vypocet glomerularni filtrace

Vylucovani latky X, kterd volné prochéazi glomerulem a v tubulech je bud’ resorbovana,
nebo secernovana, miZzeme popsat nasledujici rovnici: profiltrované mnozstvi korigované o

zmény v tubulech se rovna mnozstvi vylou¢enému v definitivni moci za stejné casové obdobi:
GFxPx+T =UxV
GF = mnozstvi glomerularniho filtratu v ml/s

P = koncentrace latky x v plazmé a v glomerularnim filtratu (latka volné prochézi glome-

rulem),
T =mnozstvi latky X secernované (+T) nebo resorbované (-T) v tubulech,
U = koncentrace latky X v definitivni moci (ve stejnych jednotkach jako v plazmég),
V = objem definitivni moci v ml/s

Chceme-li vypocitat glomerularni filtraci, musime zvolit takovou latku, ktera se bez omezeni
filtruje v glomerulech a nepodléha pfitom tubularni sekreci ani resorpci, tedy pro niz T = 0.

Potom plati:
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GF xP=UxV
a glomerularni filtraci vypocitame podle vzorce:

GF=UxV/P
Pro praktické ucely je tieba pfipomenout, Ze koncentrace latky v moc¢i (U) a plazmé ¢i v séru
(P) musi byt ve stejnych jednotkach a diuréza se uvadi v ml/s, tj. denni diurézu v ml je nutné

vydélit poctem sekund za 24 h (86 400). (Racek 1999, Neshyba et al. 1990)

2. 5. Metody vySetieni glomerularni filtrace

2. 5. 1. Metody méteni glomerularni filtrace se sbérem moci

2.5. 1. 1. Clearance inulinu

Nejpravdivéjsi hodnotu glomerularni filtrace poskytuje inulin (ten se v glomerulech vol-
né filtruje, pfi priachodu tubuly se jeho mnozstvi neméni). Méteni renalni clearance inulinu je
zalozeno na principu piesného méteni vylou¢eného mnozstvi inulinu do mo¢i za ¢asovou jed-
notku za podminek stabilizované plazmatické koncentrace. Je nutny pfesny sbér moci a ma

nasledujici nevyhody:
e je nutné zajistit stabilni koncentraci inulinu v plazmé dlouhodobou infuzi;

e vzhledem Kkobvykle jen nékolikahodinovému sbéru moc¢i je tieba pocitat

S nepfiznivym vlivem event. vétSiho rezidualniho objemu moc¢i v mocovém méchyii;
e slozitéjsi je 1 stanoveni koncentrace inulinu.

Z téchto diivodu je uziti inulinu (event. syntetickych polyfruktosani) ponechano pro sta-
noveni glomerulédrni filtrace jen pii védeckych studiich. V praxi se odhaluje glomeruldrni

filtrace podle clearance kreatininu. (Racek 1999, Neshyba et al. 1990).
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2.5. 1. 2. Renalni clearance endogenniho kreatininu

Asi 1-2 % télesného kreatinu, obsaZzeného v mozku a piedev§im ve svalech, je denné
pieménéno na kreatinin, ktery se jako odpadni latka vylucuje ledvinami. Dfive byl povazovan
za latku, ktera voln€ prochazi glomerulem a jejiz vSechno profiltrované mnozstvi se vylouci
moci. Pozdé&ji se vSak ukazalo, ze kreatinin se ¢astecné vylucuje i tabuldrni sekreci a mnoz-
stvi secernované tubuly roste s jeho vzristajici koncentraci v séru.(Zima et al. 2009)

Pfi normdlni funkci ledvin tedy odpovida clearance kreatininu glomerularni filtraci
(clearanci inulinu), s pokracujici renalni insuficienci vSak klesa clearance kreatininu pomaleji,
nez odpovida skutecnému poklesu glomerularni filtrace. Dalsim diivodem, pro¢ clearance kra-
tininu neodpovida zcela glomerularni filtraci, je skutecnost, ze nejbéznéji uzivana metoda sta-
noveni — Jaffého reakce — neni pro kreatinin specifickd a stanovuje navic mnozstvi tzv. Jaffé-
pozitivnich chromogenti. Jejich podil na vzniklém zabarveni v séru a v moci je rozdilny a mé-
ni se pii riznych chorobnych stavech (diabetes aj.). (Racek 1999, Neshyba et al. 1990, Jung et
al. 1995)

Pies vSechny tyto vyhrady vSak zlstava stanoveni clearance kreatininu nejuzivanéjsi ru-
tinni metodou pro odhad glomerularni filtrace. Existuji pro to dva divody:
e Kreatinin je latka vznikajici v organismu a nemusi se pfivadét v infuzi; jeho produkce
velmi malo kolisa, vylou¢ime-li nadmérny pfivod masa a piiliSnou fyzickou namahu;

e metoda stanoveni kreatininu je levna a jednoducha.

2.5.1.2. 1. Vypocet clearance kreatininu

Clearance endogenniho kreatininu se pocita podle nasledujiciho vzorce (U a Py, jSou

koncentrace kratininu v moci a plazmé — séru, V pak diuréza v ml/s):
Aby se vyloucil vliv nestejné velikosti téla, hmotnost i a konstituce, piepocitava se tato hod-

nota (GFer) na idalni povrch t&la, tj. 1,73 m? Skute¢ny povrch t&la S (m?) se odegita
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Z monogramu a existuje i fada vzorcti, vychdzejicich z hmotnosti pacienta m (kg) a jeho vys-

ky h (cm), napt-:

GFeor =GF/Sx1,73

2.5.1.2.2. Hodnoceni clearance kreatininu

Referen¢ni rozmezi je 1,15-2,35 ml/s/1,73 m?. Protoze viak glomerularni filtrace, a te-

dy i clearance kreatininu klesé s rostoucim vékem, bere se nékdy v tvahu i tato skutecnost.

Pro zavislost idealni clearance kreatininu (GFiy) na v€ku plati rovnice:

GFig = -0,00946 xvek [roky] + 2,118

Jako normalni se pak povazuje clearance kreatininu, pohybuje-li se jeji hodnota v rozmezi

GFig £ 30 %. Velmi snizena je kreatininova clearance mensi nez 25 % hodnoty GFg.

Pii hodnoceni délené (frakcionované) clearance je fyziologicka jeji zna¢na variabilita

v jednotlivych porcich. Je-li kolisani malé i pii normalni primérné hodnoté, jde o poruchu

funkce ledvin. (Racek 1999, Neshyba et al. 1990)

K nejcastejSim chybam u tohoto ¢astého vysetieni patii:

neuplny sbér moci;

nepromichand mo¢ sbirana do vice nadob pii polyurii;

zaslani vzorku ranni moc¢i misto moci sbirané za ¢asové obdobi;

nespravny vypocet povrchu téla u obéznich osob a pacientil s velkou retenci te-
kutin;

pacient sbira mo¢ kratsi obdobi (napf. pfes noc)- glomerularni filtrace jevi totiz

cirkardianni rytmus s nejmensi hodnotou v noci.

2.5.1. 2. 3. Clearance kreatininu versus sérovy kreatinin

Sérova koncentrace kreatininu velmi dobie koreluje s hodnotou glomerularni filtrace;

vztah mezi témito parametry je vyjadien nepfimou umeérou. Pfi zvySeni sérového kreatininu
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(Skr) 1ze odhadnout hodnotu clearance kreatininu; existuje vice vzorcu rtiznych autorQ, nejuzi-

v

vanéjsi je asi vzorec Cockcroftiv:

Clyr = (140 — vek [roky] x hmotnost [kg] / 44,5 x Sy [umol/1])

Uvedeny vzorec plati pro muze, u Zen o¢ekdvame hodnotu clearance kreatininu asi o 15 %
nizsi, vysledek tedy musime nasobit faktorem 0.85. Vétsi nesouhlas mezi hodnotou zmétrenou
a predpokladanou podle uvedeného vzorce byva nejcastéji zptisoben neuplnym sbérem moce.
Pti vétSim poklesu glomerularni filtrace (pod hodnotu 0,8 ml/s) je tedy stanoveni clearance
kreatininu zbyte¢né a zcela vysta¢ime s hodnotou sérového kreatininu. Naproti tomu mensi
pokles glomerularni filtrace nelze podle sérového kreatininu rozpoznat a praveé odhaleni poca-
te¢nich fazi renalniho onemocnéni ma stanoveni clearance kreatininu nejvétsi vyznam.  (

Neshyba et al. 1990, Jung et al. 1995)

2. 5. 2. Metody méteni glomerularni filtrace bez sbéru moci

2.5.2.1. Cystatin C

Historie tohoto ukazatele GF spada do roku 1961. V tomto roce popsaly klinické
studie novy protein, ktery byl objeveny pifi imunoelektroforéze.

Tento nizkomolekularni neglykosylovany bazicky protein byl objeven v elektroforéze za y
globulinovou frakci, proto byl prvni nazvan ,, protein za y*. (Sophie et al.2008)
Pozdéji byla potvrzena jeho pritomnost v krvi a dalSich télnich tekutinach.

V roce 1979 Lofberg a Grubb potvrdili jeho pritomnost v krvi, slindch a cerebrospi-
nalni tekutin€, ale v rizném mnozstvi.. Jeho koncentrace v cerebrospinalni tekutiné byla 5
krat vyS$$i nez v plazmé a také u dialyzovanych pacientl nez u zdravych lidi.

V roce 1982 Brzin a jeho kolegové vyjadrili podobnost na zaklad¢ sekvence amino-
kyselin a molekulové hmotnosti mezi timto proteinem a inhibitorem cysteinovych protedz
pattici do skupiny cystatintl.

Historie Cystatinu C pokracuje rokem 1984, kdy Grubb a jeho kolegové navrhli tento
protein jako biologicky ukazatel glomerularni filtrace, ale vysledky stale nebyly tolik uspoko-
jivé jako ukazatel kreatinin.( Simonsen a Grubb 1985)

V roce 2004 se znalosti o Cystatinu C natolik zdokonalily, Ze byl uz skute¢né navrzen

jako biologicky ukazatel GF, ktery by mé&l nahradit kreatinin.
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2. 5. 2. 2. Koncentrace Cystatinu C v séru

Rada nizkomolekularnich proteinii & polypeptidi se pii poklesu glomerularni filtrace
hromadi v plazmé¢. Patfi k nim i Cystatin C, ktery je produkovan vSemi buiikami s jadrem
konstantni rychlosti a rychlost tvorby u lidi je pozoruhodné konstantni poloc¢as celého zivota.
Jeho koncentrace v plazmé stoupa tumérné poklesu glomerularni filtrace. Je lepSim ukazate-
lem funkce glomeruld nez clearance kreatininu. Z toho diivodu je sérova koncentrace Cystati-
nu C nezavisla na svalové hmot¢ a pohlavi ve vékovém rozmezi 1 az 50 let napt. u pacientl se
svalovou hypotrofii, majicich nizkou hladinu kreatininu v séru, proto byl Cystatin C v plazmé&
a séru navrzen jako vice senzitivni marker pro GF. ( Racek 1999, Neshyba et al.1990)

Skupiny pacientt s nejvétsim uzitkem jsou ty s mirnym onemocnénim ledvin a rovnéz
ty s akutnim selhdnim ledvin, u kterych musi byt podavéany 1éky, které jsou vylu¢ovany glo-
meruldrni filtraci, obzvlasté starsi lidé(nad 50 let), déti, t¢hotné Zeny s podezienim na pree-
klampsii, diabetici, lidé s onemocnénim kosternich svall a piijemci ledvinového transplanté-
tu. Cystatin C byl navic v soucasné literatuie projednavan jako prognosticky marker pro akut-
ni srde¢ni selhani.( Rich et al.2005)

Jako 1 pro kreatinin, bylo pro vypocet GF u dospélych a déti publikovano nekolik rov-

nic, zaloZenych na Cystatinu C

2.5.2.1. 1. Odhad glomerularni filtrace

Cilem vsech vypoctovych metod je odhad glomerularni filtrace (GF). Tento odhad Ize
oznacit eGF. Pro vypocet eGF z hodnot Cystatinu C, méfenych stanovenim Roche, je doporu-
¢ena nasledujici rovnice (rovnice dle Grubba), s pouZzitim pouze koncentrace Cystatinu C

v mg/l a faktoru F:
eGF [ v ml/min/1,73m?] = 1,4115 / Cystatin C [ v mg/l ]***® x F
F....faktor: pro déti < 14 let F = 1,384

pro muze F=1

pro zeny F =0,948

Orientaéni referenéni rozmezi eGF: 1,2 — 3,0 ml/s/1,73m?

19



3. CIL PRACE

Cilem prace je stanoveni jednotlivych markert glomerularni filtrace, srovnani stano-
veni Cystatinu C na dvou rozdilnych méficich systémech v porovnani s kreatininem, a to pre-
devsim s cilem upozornit na diilezitost vhodného vybéru méticiho systému s ohledem na pa-

cienta.
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4. METODICKA CAST

4. 1. Kreatinin

Stanoveni kreatininu v séru soupravou firmy ROCHE (Jaffeho metoda s kyselinou pi-

krovou) na analyzatoru Cobas Integra 800.

Princip: Kreatinin reaguje s kyselinou pikrovou v alkalickém roztoku za tvorby Zlutocervené
zabarvené slouCeniny. Intenzita zabarveni je umérnd koncentraci kreatininu a méfti se

prirastek absorbance pii 512nm.
Znaky analytické metody:

Mez stanovitelnosti — do 1300 umol/I

Mez detekce — 5,57 umol/l

Analyticka citlivost - 910 AA/min na 1 pmol/l koncentrace kreatininu.

Interference:

Hemolyza — hladiny hemoglobinu > 800 g/l vyznamné zvySuji naméteny vysledek
koncentrace kreatininu. Neni vhodné pouzivat metodu Jaffé pro stanoveni
kreatininu v hemolytickych vzorcich novorozenci, kojencti nebo dospélych s hladinou

HbF > 60 g/I.

Ikterus — hladiny bilirubinu vyssi, nez 85 pumol/l vyznamné méfenou koncentraci

kreatininu sniZuji.

Lipémie — hladiny Intralipidu vyssi, nez 250 g/1 s testem interferuji. Interference miize byt

pozitivni 1 negativni.
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Reagencie:

Cinidlo R1:

Cinidlo R2:

Referen¢ni hodnoty:

fS kreatinin (umol/l) :

4. 2. Cystatin C

Hydroxid sodny 900 mmol/l
Fosfore¢nan 135 mmol/l

pH >13,5

Kyselina pikrova 50 mmol/I
pH 6,5

zeny 44-80 muzi 62-106 (pracovni navod firmy Roche)

4.2.1. Tina— quant Cystatin C

Stanoveni Cystatinu C vséru soupravou firmy ROCHE na analyzatoru

Cobas Integra 800.

Princip: Casticemi usnadnéné imunoturbidimetrické stanoveni. Lidsky Cystatin C aglutinuje

S latexovymi ¢asticemi potazenymi protilatkami proti Cystatinu C. Agregat je stano-

ven turbidimetricky pfi 552 nm.

Znaky analytické metody:

Rozsah méfeni — 0,4 — 8,0 mg/I

Spodni detekéni limit - < 0,3 mg/1
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Reagencie:

Cinidlo R1:  Roztok polymért v MOPS- pufrovaném fyz. roztoku, konzervans,

stabilizatory

Cinidlo R2:  Latexové &astice v glycinovém pufru potazené protilatkou proti Cysta-

tinu C (krali¢i), konzervans, stabilizatory
Referen¢ni hodnoty:

Pro jedince 20 — 70 let 0,47 — 1,09 mg/l (pracovni navod firmy Roche)

4. 2. 2. Cystatin C Assay Kit

Stanoveni Cystatinu C v séru soupravou firmy DIAZYME na analyzatoru

Cobas Mira Plus.

Princip: Cystatin C se vaZe na specifickou anti-Cystatin C protilatku, ktera je navazana na
latexovych c¢asticich. Priristek absorbance je ptimoumérny koncentraci Cystatinu C ve
vzorku pti 540 nm.

Znaky analytické metody:

Spodni limit detekce: 0,13 mg/l

Horni limit detekce: 8,0 mg/1

Interference:
Hemoglobin — nad 460 g/l
Bilirubin — nad 18,2 g/l
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Kyselina askorbova —nad 50 g/l

Reagencie:
CinidloR1:  Pufr

Cinidlo R2:  Suspenze kréli¢ich polyklonalnich protilatek Cystatinu C potazenych

na latexovych casticich.

Referen¢ni hodnoty:

0,5-1,03 mg/l (pracovni navod firmy Diazyme)
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

V nasledujici kapitole jsou uvedeny vysledky méfeni koncentrace Cystatinu C a krea-
tininu u skupiny muz a zen vySetfovanych na naSem pracovisti, dale glomerularni filtra-
ce(GF) jednotlivych markerd a analytické srovnani metody Cystatinu C na dvou rozdilnych
systémech s cilem upozornit na dilezitost vhodného vybéru méficiho systému s ohledem na
pacienta.

Chronické onemocnéni ledvin je jednim s celosvétovych problémi, ktery piinasi
znaéné riziko kardiovaskularni morbidity a smrti, proto je na jednotlivé laboratorni ukazatele
selhani ledvin kladen znaény duraz, zejména na jejich senzitivitu a specifi¢énost. V soucasnosti
slouzi klinikiim k interpretaci onemocnéni ledvin dva parametry. Jednd se o sérovy kreatinin,
ktery je nejbéznéji pouzivanym markerem pro stanoveni glomerularni filtrace, a o Cystatin C,
ktery nabyva dnes na vyznamu nejen z hlediska nefrologie, ale i jako prognosticky marker pro
akutni selhani ledvin. Nas konkrétné zajimalo, zda hodnoty koncentraci sérového kreatininu

koreluji s koncentracemi Cystatinu C.

|
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S 4 mg = m N N |
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g - npl ®
> |
5 2
§)

1

0

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

kreatinin umol/l

Graf ¢.1 Zavislost koncentace kreatininu na Cystatinu C v séru méfend na systému
Cobas Integra 800
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Zjistovani sérové koncentrace kreatininu neni idedlni z mnoha hledisek. Je totiz vy-
znamng& ménéna faktory, jakymi jsou pohlavi, v€k, mnozstvi svalové hmoty, stravovaci navy-
ky, ¢i tubuldrni sekrece. Pro kompenzaci téchto nedostatkt bylo vytvofeno nékolik prediktiv-
nich rovnic, viz. teoreticka ¢ast. Vzhledem k tomu, Ze nariist koncentrace kreatininu v krvi je
pozorovany pouze pii znamkach poskozeni nefronii, neni vhodny k detekovani raného stadia
onemocnéni ledvin. Vyrazné senzitivnéjsi test a lepsi odhad GF poskytuje test clearance krea-
tininu. Méfeni clearance kreatininu vSak provazi obdobny problém, jelikoz je endogenniho
puvodu a vyse zminéné faktory rovnéz komplikuji interpretaci.

Cystatin C je produkovan vSemi bunikami s jadrem konstantni rychlosti a rychlost
tvorby u lidi je pozoruhodné konstantni polocas celého Zivota. Jeho eliminace z ob&hu je
témert Uplné skrze glomerularni filtraci a z tohoto diivodu je sérova koncentrace Cystatinu C
nezavisla na svalové hmot¢ a pohlavi ve vékovém rozmezi 1 az 50 let. Proto byl navrzen jako
vice senzitivni marker pro GF.

Ve vyse uvedeném grafu je patrné, ze zavislost koncentrace kreatininu na Cystatinu C,
je linearniho charakteru. Prolozime-li grafem pfimku, je patrné, ze u pacientli, ktefi maji vy-
sokou koncentraci kreatininu v krvi, je zmétena koncentrace Cystatinu C nizsi, nez bychom
predpokladali. Tento fakt si mizeme vysvétlit jednak tim, Ze pfi vysoké sérové koncentraci
kreatininu stoupa jeho tubularni resorpce, a jednak tim, ze séra téchto pacientti jsou silné li-
pemicka a velikost lipémie slab¢ koreluje s vysledky Cystatinu C.

Vyrobce reagencie Roche zarucuje linearitu stanoveni Cystatinu C az do koncentrace
8 mg/l. Pro ovéfeni pfesnosti méfeni na naSem analytickém systému dodava v setu kontrolni
material se dvéma koncentracemi Cystatinu C. Jedna se o koncentraci 1,02mg/l a koncentraci
4,36mg/1.. Denni kontrola kvality vykazovala uspokojivé vysledky.

Druhym analytickym systémem pouzitym ve studii byl otevieny systém Cobas Mira
Plus, kterym jsme stanovovali Cystatin C soupravou 0d firmy Diazyme. V nasledujicim grafu

jsou piiloZené vysledky.
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Graf ¢.2 Zavislost koncentrace kreatininu na Cystatinu C v séru méfena na systému Cobas

Mira Plus

Opét zde muzeme pozorovat linearni zavislost koncentrace kreatininu na Cystatinu C.
Od hodnoty 600 pumol/l kreatininu dochazi k zakfiveni pfimky z diivodi jiz vySe popsanych.
Je ale patrné, Ze kiivka je posunutd i u negativnich hodnot kreatininli nad cut off hodnoty
Cystatinu C. Zvolené stanoveni ptredstavuje kromé pochopitelnych uskali otevienych systému
I mén¢ vhodné koncentrace kontrolniho materialu, ktery je se soupravou dodavan do laborato-
fe. Souprava zarucuje linearitu stanoveni také do hodnoty koncentrace Cystatinu C 8mg/I, ale
pfiloZeny kontrolni set obsahuje dvé hladiny koncentraci Cystatinu C blizko u sebe. Prvni
kontrola je 1,01mg/1 a druha pouze 2,5 mg/l. Z grafu je ale patrné, ze valna vétsina vysledka
je nad druhou kontrolni hladinou a my nemédme moznost si vyzkouSet piesnost a spravnost

meéteni na analytickém systému. Proto vysledky stanovené touto metodou musi byt obezietné
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interpretovany, protoze nevime, zda pii vySSich hladinadch Cystatinu C v séru je analyticky
systém kompatibilni se soupravou.

Pro zdravotnictvi je dilezité hodnotit nejenom senzitivitu a specifi¢nost, ale také eko-
nomiku stanoveni, ¢as do vydani vysledku, stabilitu reagencii atd. V pfipad¢ uzavieného sys-
tému Cobas Integra 800 se miizeme spolehnout na jeho stabilitu v analyzatoru, kalibracni in-
terval je vyzadovan po 90 dnech, nebo v pfipadé, Ze to vyzaduje proces kontroly kvality, na
smérodatnou odchylku, respektive korela¢ni koeficient i za cenu vysSich nakladl na jedno
stanoveni. MnozZstvi spotiecbovaného materialu na kalibrace je v unosnych mezich a v podstaté
postacuje jedna Sestibodova kalibrace na soupravu pii jejim vloZeni do analyzatoru. Na ote-
vieném systému Cobas Mira Plus je tfeba, aby byla kalibrace provadéna kazdych 14 dni, je
opét Sestibodova a vyzaduje delsi ¢asovy interval na jeji provedeni v porovnani s uzavienym
systémem. Piestoze je souprava levnéj$i, mnozstvi takto spotfebovaného materialu se dostava
do ekonomicky podstatné roviny. Navic nikdy nedosdhneme tak uspokojivych statistickych

parametrl jako v pfipadé uzavienych systémi. Toto doklada tabulka ¢.1.

Tab.¢ 1 Opakovatelnost Cystatinu C na dvou systémech (poc¢et méfeni 21)

pramér smérodatna odchylka variaéni koeficient
Integra 800 1,01 0,02 1,98%
Cobas Mira Plus 1,97 0,27 13,95%

Pii stanoveni Cystatinu na téchto dvou systémech nas zajimala i jejich vzajemnd ro-
bustnost. Pfipravili jsme si séra pacienti, kterd jsme vySetfili na obou analytickych systé-

mech. Vysledky jsou naznacené v grafu ¢.3.
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Graf ¢.3 Robustnost systémii Cobas Integra 800 a Cobas Mira Plus.

V grafu je patrné, ze vysledky zpracované otevienym systémem odpovidaji pfi stejné
hodnoté kreatininu vyssi koncentraci Cystatinu C v séru nez v uzavieném systému. I pfesto,
ze denni kontrola kvality vychazela s ohledem na toleranci + 2 SD, vysledky pacienti vycha-
zely vyse, proto jsme vyhodnotily otevieny systém jako méné vhodny systém a v dnesni dobé,

kdy je kladen dliraz na spravnost a piesnost, za nevyhovujici.
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6. ZAVER

Po konzultaci vysledku zjisténych v této praci s 1ékafi, vyplyvaji dva dalezité vystupy

pro analytickou a klinickou praxi.

1. Cystatin C je pro zjisténi GF lepsim markerem nez sérovy kreatinin. Nejvetsi uzitek
pfinasi pacientim s mirnym az sttednim onemocnénim ledvin a rovnéz tém, kteii trpi akutnim
selhdnim ledvin. Velikost GF z hodnot Cystatinu C se koriguje pouze na idealni povrch 1,73
m?. GF z hodnot kreatininu vyZaduje delsi ¢asové obdobi, béhem né¢hoZ se musi sbirat mo¢
pro stanoveni kreatininu v moci (obvykle 24 hodin), proto je v urgentni medicin¢ obsolentnim

vySettenim a je zatizen mnozstvim korekei, a proto je méné presny.
2. Stanoveni Cystatinu C na otevieném analytickém systému ptinasi fadu nesrovnalos-

ti v interpretaci, proto jsme jej vyhodnotili za nevyhovujici. Je dtlezité ptihlédnout i ke stabi-

lité¢ reagencii, senzitivite, specificnosti a v neposledni fad¢ také k cené produktu.
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8. SEZNAM ZKRATEK

ECT - extracelularni tekutina

GN - glomerulonefritida

GF - glomerulérni filtrace

SD - smérodatné odchylka
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