Glomerularni filtracni
rychlost (GFR) -
metody stanoveni

Stanoveni kinetiky vylucovani
inulinu ledvinami na modelu renalni
insuficience zpusobene snizenym
poctem funkcnich glomerulu

(vyfazenim jedné ledviny z funkce
podvazem renalnich cév




Nefron - zakladni transportni procesy

krev — @

" glomerularni filtrace

- na zakladé hydrostatickych a
osmotickych tlakovych gradientu

peritubuldmi (Starlmc_i]ovy S|Iy)’ ,

oEiEtenou” krev - omezeni velikosti ldtky <65kDa

tubularni . bl d daléim| krltél‘ll

sekrece phem| , ,

\_of i = tubularni resorpce

i - typicky symporty
= napr. Na/Glc, Na/AK, ...
- saturovatelna kapacita

glomerularni
filtrace

FILCTRATION, REABSORPTION & EXCRETION

RPF = 600 ml/day
Capillary Filtration Pressure

Glomgratar (transportni maximum, T,,)
= renalni prahy pro latky (napf.
Glc)
obuiar (Y Tobuiae = tubularni sekrece
Epitheliom, // 178.6 Liday ) ,
' — aktivni

— sekundarne aktivni

Urine Output
2 1.4 L/day



Filtracni membrana
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Glomerularni filtracni rychlost (GFR)
O

Bowman's space with ultrafiltrate

GFR je zakladnim parametrem
funkce ledvin

- mnozstvi glom. filtratd za min
rychlost ultrafiltrace plazmy do

Bowmanova pouzdra - GFR = A x K

x P¢ - zavisi na:

- A = velikost celk. filtracni plochy
(~100m?2)

" tedy pocet glomerulu meni ge s
Uubytkem funkcnich glomerulu

- K = propustnost filtracni
membrany

" meéni_se pfi nemocech ledvin
ovliviiujicich strukturu glom. filtr.
membrany

- P; = efektivni ultrafiltracni tlak

= zavisi na rozdilu hydrostatickych a
onkotickych tlakd mezi glom.
kapilarou a vnitrtkem Bowmanova
pouzdra

* Starlingovy sily: P = Py =P, -

* na rozdil od béznych kapllar ovsem
hydrost. tlak v celé délce glom.
kapilary poklesd minimalné (v

dusledku autoregulace), takze filtrace
je cca 100-krat vétsi

Renin from JG-cells

with B- receptors Mesangial cells

secreting prostaglandins

. Efferent arteriole
Afferent arteriole

(angiatensin I1)

‘/ “‘
Smooth muscle cells

r Macula densa (reduced Nacl releases renin)
with ©- receptors

Increased sympathetic tone releases renin

The Hydrodynamics Of Ultrafiltration
Starling forces in mmHg.  Mean P, =13 mmHag (1.7 kPa)

Pnrl= (Pac' Pnov) = ('nc"!m)

Efferent arteriole

PS80 15)-(250F20 4
20 mmHg=2.6 kPa

Bowman' space
P.=15
(Res): GFR=P_. " Aea/Res =P " K
Transcellular ——
120 mi/min = 1700 Pa " 12mY/Res b 2

Peritubuar
capillary uptake
Paracellular —+—

Resin’= 1 Pa "min "ml of fitrate

* Tight junction
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GFR neni v jednotl. nefronech stejna

A:

Cartical nephron

Cortical And Juxtamedullary Nephrons

(low perfusion, low GFR) Juxtamedullary  agerent Bowman

Proximal
tubule: 25 ny

Medulla

Inner
Zone

nephron (15%; arteriole  capsule
large perfusion,

large GFR)

Peritubular -l 1
capillaries

Distal
tubule

\Vena arcuata

Collecting

Vasa recta duct

Loop of Henle \l/

Long loop of Henle Papilla



Perfuze ledvin a GFR

" u zdravého je pritok krve ledvinou a GFR velmi
konstantni

- veskery objem plazmy protece normalné ledvinou
za cca 20 min
- renal blood flow (RBF) ~1000 - 1200 ml/min
" ~20 - 25% of CO (kortex >>> medula)
- renal plasma flow (RPF) ~600 - 700 ml/min
(hematokrit 0.45)
= glom. filtrace ~ 20 - 25% RPF - GFR ~120 - 140 ml/min
- pomeér GFR/RPF = filtra¢ni frakce (120/600 = 0.2)
- denné ~180 |, 99% reabsorpce —» 1.5-1.8 | moci/den
= GFR je zakladni parametr charakterizujici ledvinné funkce
- ale objem glomerularniho filtratu vytvoreny za c¢as. jednotku neni primo méritelny
- dostatecné presné ji Ize urcit stanovenim clearance nékterych latek, ktera spliuji
urcité predpoklady
= nizkomolekularni, volné filtrované do moce, nevazou se na bilkoviny plazmy
nepodléhaji dalSi degradaci
nepodléhaji tub. reabsorpci ani sekreci

koncentrace v plazmé a analogickém objemu glom. filtratu je stabilni
@ koncentrace v definitivni moci se pak zméni tolikrat, kolikrat klesl objem oproti glom. filtratu ([P] x GF = V x

U
Ll detekc“EnlJ)metoda je jednoducha, levna a standardizovatelna (mezi pracovisti)
= clearance latky X = objem plazmy uUplné ocistény za jednotku casu od latky X
- rozmér: objem/Cas
- vyzaduje sbér moci za Cas (idealné 24 hodin, ¢asto méné)



Ch. ledvinna insuficience (CKD)
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= chronic kidney disease (CKD)

charakterizovana progresivnim poklesem GFR
(typicky meésice az roky)

potenciondlné dusledek prakticky vech
onemocnéni ledvin ovlivnujicich perfuzi

ledvin, filtracni plochu nebo propustnost filtr.
membrany

stadia

- 1.>90ml/min/1.73m?

- 2. 60-89ml/min/1.73m?

- 3. 30-59ml/min/1.73m?

-4, 15-29ml/min/1.73m?

- 5. <15ml/min/1.73m2 = renalni selhani




ANESTEZIE i.p.

N

podvaz a.
renalis

(1) stfedni laparotomie
(2) separace aorty a v. cava inf.
(3) podvaz a. renalis sin.
(4) podvaz arterie u pokusné sk., u kontrolni sk. Ne
(5) zpristupnéni v. jugularis

ciL
demonstrovat princip
stanoveni GFR jako
clearance latky vylucovane
jen glomerularni filtraci -

sledovani vlivu Ubytku
\. r 5]

funkcnich glomerulu na

clearance inulinu

aplikace inulinu
(25mg/1.5ml fyziol. roztoku)

VYSLEDKY

(1) zméfeni clearance
inulinu
(2) srovnani hodnot v
kontrolni a pokusne
skupiné

(1) v intervalech 5, 10, 15 a 30 min otevreni hrudniku
(2) punkce srdec¢ni dutiny a odebrani 1.5ml krve
(3) centrifugace krve
(4) stanoveni inulinu (sérum+kys. indoloctova+HCI)
(5) po inkubaci (10 min pfi 60 st. C) zméreni absorbance




Operacni pristup
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Metody stanoveni GFR

= (1) plazmaticka koncentrace — fgper Zor ke .
s h P . glom. filtrace
latek latky) [ |

— kreatinin (urea, K+, ...)

" (2) odhad na zakladé plazmatick
koncentrace latek (eGFR)

— kreatinin (Cockroft-Gault

rovnice) _ i
" (3) clearance latky Mq 7' einees

— exogenni - single-bolus metody ¢ /)’7 sbermod
" inulin 4
= radiokontrastni - iohexol
= radionuklidové - 51Cr-EDTA, °°mTc-DTPA

- endogenni - stabilni koncentrace latky v plazmé
= kreatinin
= cystatin C (~13kDa)

"'produkovan konstantni rychlostl (“housekeeping” funkce), latka ze skupiny
inhibitord cysteinovych proteinaz

@ filtrovan a reabsorbovan v prox. tubulu
» ale zde degradovan, takze se po filtraci nevraci do cirkulace
@ citlivéjsi ukazatel poklesu GFR (“creatinine-blind” range)
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Ledvinna clearance latky X

" GFR = clearance pouze filtrované latky

= exogenne bolusove podané latky, jejich Plasma
koncentrace v plazme postupne behem
vysetreni klesa

— inulin (rostlinny polysacharid)

| {}GFR
* endogenni latky s konstantni koncentraci
Vv plazme P = Plasma concentration

— kreatinin
- norma: GFR ~ 120ml/min (~ 2ml/s) U, Vv

" na zakladé poklesu GFR u ledvinnych
chorob je definovana funkéni jednotka
chron. onemocnéni ledvin (chronic kidney {F

disease, CKD) = GFR < 90ml/min/1.73m?
- ml'rné - GFR 60-90

- StFedné Zévafné - GFR 30 = 59 U=urineconcenlration

—_ Zalvainé —_ GFR 15 —_ 29 V=unne'v'nlumepemin}e unit
= <25% GFR = renalni insuficience

— ESRD (end-stage renal disease) - GFR<15 c,-P.=U, -V
= <10% GFR = renalni selhani
= vyzaduje dialyzu nebo transplantaci U, -V

C, =
12 PX




= yvznika ve svalech z kreatinu 0 NH;
OJVV\NJL-

= pfi prichodu ledvinou je z 90% filtrovan, z R
10% secernovan do moci tubuly —
- podil tubularni sekrece roste pfi poklesu,_ OY\NHz
flitrace (pokles poctu fungu1|C|ch nefronu) 0™ iycine
— tzn. ¢im mensSi GFR, tim méné presné 0 glycine amidinotransferase
stanoveni GFR pomoci Ckr, ale | presto je OJ\_/\/\NHZ
kreatinin nejlepsSim endogennlm ukazatelem NH,
GF ornithine
= mozny problém s kvantitativnim sbérem I
moCi ‘n/\lil
- nedostatecna spoluprace guanidinoacetate
= koncentrace S-kreatininu je pfimo umeérna aderosy.
svalové hmoté organizmu (a tedy neprimo methionine e
zavisla na veéku a pohlavi) N.methyltransferase
- plazmaticky kreatinin = 35 - 100 pmol/l, S-adenosyl-
produkce 1.2mg/min homocysteine - or
— proto cCasto korekce na stand. 1.73m? (N N
~ ale ani to nemusi odstranit diskrepanci L ﬁ: N/, [ fo-
. 25-Iety'/r?tlet X 60-lety obézni muz = stejna vaha 0”0 creatine kinase © 00- 10
a povrc creatine .
. . .. , , y s v . phosphocreatine
= intraindividualni kolisani nepresahuje 10 -
15% i
, , 0 cre_amlne
- hladiny rostou po fyzické namaze - amidohydrolase
- pri prijmu exogenniho kreatininu (maso)
" zejména smazené NN
g
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Vztah plazmatickeé hladiny

kreatininu a GFR

*= CAVE - GFR vyznamne 100 - 50— 100/ 120
neklesa pfi ztrate do cca,
50% funkénich glomeruld
nelinearni zavislost [Kr] a
GFR

" pri progresivnim postlzenl
dvm >50% funkcnich
Iomerulu) neni inicialni

pokles GFR (do cca 50%)
provazen vyznamnejsim
vzestupem [Kr]

— pri dalSim poklesu zacnou | [ | |
plazm. hladiny rust strméji 200 400 800 1000 1200

= odhadnuty (estimated) GFR kreatinin v plazme (umol/D
(eGFR)

Ypocet GFR podle
Eazrpatlckychkhladrl]n tnosti

reatininu, véeku a hmotnosti _ _

= Cockroft-Gault rovnice —» Ck = (140 Vek) hmotnost

* nasobeno x0,85 pro Zeny, ' 49. Pk
x1.0 pro muze r

= MDRD rovnice

90

25 — 50 — 60 —

GFR (%)

pocet funkénich nefronl (%)
GFR (ml/min)

GFR = 1/P,_

s
S
—

referancni interval (35-110 umol/|)
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Ostatni endogenni latky

= vedkeré filtrované latky muzeme
rozdeélit do nekolika skupin podle
zpusobu jakym je s nimi
nakladano v ledviné

(A) pouze filtrace

(B) filtrace + reabsorpce

* glukodza, laktat, aminokyseliny,
urea, blkarbonat ketolatky,
fosfaty, Na,

= exkrece moci Je do jisté hodnoty
plazmatické koncentrace nulova
(renalni prah), potom roste
podobne jako u filtrovanych latek
@ glukéza - 100% reabsorpce do
~10mmol/I

*" urea - 50% reabsorpce pfi
normalni GFR, VY(SSI pri poklesu
(pomalejsi prut napomaha
reabsorpci)

» hodnoty mocoviny v
plazmeé jsou tedy kromé
GFR ovlivnény také
stupném hydratace
g emii) a nutrici

katabolismus dusikatych
latek)

(C) filtrace + sekrece
= exogenni - PAH
= endogenni - K*

15

vylouc¢ené mnozstvi ldtky (EXKRECE) ledvinami (cas)

transportni maximum

koncentrace v plazmé



Ostatni endogenni latky

= vegkeré filtrované latky muzeme rozdélit do nékolika skupin podle
zpusobu jakym je s nimi nakladano v ledvine

— (A) pouze filtrace

- (B) filtrace + reabsorpce
= glukdza, laktat, aminokyseliny, urea, bikarbonat, ketolatky, fosfaty, Na, ...

= exkrece moci je do jisté hodnoty plazmatické koncentrace nulova (renalni prah),
potom roste podobné jako u filtrovanych latek
* gluk6za - 100% reabsorpce do ~10mmol/I
* urea - 50% reabsorpce pfi normalni GFR, vy$si pti poklesu (pomalejéi pritok napomaha
reabsorpci)

» hodnoty mocoviny v plazmé jsou tedy kromé GFR o,vlivn,én}i také stupném
hydratace (volemii) a nutrici (katabolismus dusikatych latek)

- (C) filtrace + sekrece Development of The Clearance Concept
= exogenni - PAH Flux o Flux
= endogenni - K* - £ Fikration . B: Reabsorption
| Excretion flux equalgfiltration flux | i inltr.
E 8 y=Kk"X; fdx= k 1= excr.
£ J=k*C,/dJ/dC, = Clearance Excretion flux/éq_uals filtrgtfon flux
E U INULINM CLEARANCE = GFR/0.94 | minus re}bé)rptlon fiu
3 L i
Plasma concentration = C,

ml plasma min” mivi

Flux C: Secretion D: Clearance = dJ/dC,

Secretion family

4 CLEARANCE = GFR/0.94 + T,./C,

excr, + it |

ExcretionMux equdls filtration flux
| plus seeretion Alix
&
- / S

J
Z. SECr Inulin family

"/' o
1 6 ',’ / : l \CP J_/fl Cp

Reabsorption family
CLEARANCE = GFR/0.94 - T, ./C,

J (mol min")




Stanoveni GFR pomoci inulinu

= inulin = rostlinny polysacharid (artic¢oky, jifiiny, pampelisky)
= vyhody
- neni v téle tvofen ani metabolizovan, neni vazan na plazm. Plasma
bilkoviny, nema naboj, neprostupuje pres plazm. membrany
gnedostava se tedy do ICF), netoxicky, v ledvinach se vyhradné
iltruje a neni v tubulech resorbovan ani secernovan
* jestlize je latka z organizmu vylucovana pouze ﬁlom filtraci, pak rychlost

poklesu jeji plazm. koncentrace je ur¢ovana vyhradné renalni funkci, tj. GFR
glom filtraci
- meéfeni GFR bez nutnosti sbéru moci nebo neni-li mozny presny
sbér moci ;
u nevyhody P = Plasma concentration
- musi byt Podavan casové a organiozacné narocné, colorimetricky
stanowte ny (interferuje s jinymi latkami), spise experlmentalnl
metoda
= metody inulinové clearance 5
- (1) stabilni kontinudlni i.v. infuze inulinu =
* renalni clearance = GFR se stanovuje stejné jako u kreatininu, ted -2
stanovenim plazmatické koncentrace a sbéry moci (V; x ¢;= V2 X Cy S
mazmatlcka clearance = spotieba inulinu pro dosazeni stabilni plazm. &1
adiny =
- (2) inulin se aplikuje jako i.v. bolus latky a dadle méfime v 1 Area Under the Curve (AUC) =5
OdeVIdaJICICh intervalech jeho plazm. koncentraci . . . - .
GFR Ize vySetfit pouze na podkladé kinetiky sledované latky v ECT Time
(plazmé)
= koncentrace inulinu v plazmé klesa exponencialné Plasma clearance is determined by
=  GF = plocha pod kfivkou plazm. koncentraci Dose
* naneseme-li hodnoty na semilogaritmicky papir, dostaneme pfimku, ze Cl= AUC
které muzeme odecist hodnotu tzv. biologic ého polocasu (t1/2) C

@ udava, za jakou dobu klesne koncentrace v plazmé na polovinu vychozi
hodnoty ((Po))
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Princip “ocistovani” plazmy o

exogenni filtrovanou latku

koncentrace (c) ucinné latky v plazmé [mnozstvi / vol]

el plazmaticky polocas 1y, C;=0C-0 "
B " c = l Co
it w2 C;: koncentrace UEinné latky
-\0‘ 4 _".-4 ln2 Véase(
] i) . Y AER t'/‘ Tk C,: vychozi koncentrace
TN 1) po podani uréité davky lééiva
—: LA iy e: zaklad pfirozenych logaritm(
. SRS LR N k: eliminaéni konstanta
e Sgimn el o

formaini objem plazmy ocisténé od Ucinné latky za casovou jednotku = clearance [vol/éas




Hodnotu GFR vypocitame

D je mnozstvi aplikované latky

19

25mg

Py zjistime extrapolaci hodnot z
prlmky poklesu v Case

koncentrace v Case, kdy byla latka
injikovana = prumet s osou Y

t;, vypocteme metodou
neJmenS|ch ¢tvercu s nasl.
parametry:

pocatecni koncentraci (stejna u
pokusnych i kontrolnich zvirat)

rychlosti poklesu koncentrace
inulinu — zvlast u kontrol a zvlast u
pokusnych zvirat (ziskané
rychlostni konstanty by mély byt v
pomeru 1:2 a rozdil jejich hodnot
vydeleny odmocninou ze souctu
¢tvercu celkovych chyb
jednotlivych rychlosti Ize testovat
t-testem s Eoctem stup AU volnosti
rovhym celkovému poctu zvirat

D-In2

GFR =

I:)o ’t1/2

P (mg %)




Linearni a semilogaritmicky graf: y = 5%
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Koncentrace jako funkce casu

t
150 p(t)
100
. 10
0 t Q
0 5 10 15 20 25 20 g
77— —
L PO 6/§
1-10 4
3
100 b 2
-
1""-...__“.“
10 e 1
—_—
e
1 -
"‘\.‘___‘
0.1 t
0 5 10 15 20 25 20
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