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analýz, jejichž závěry mohou být přeceňovány. Pokud dochází ke 
změně závěrů metaanalýzy při přičlenění či vypuštění jedné studie, 
nabízí se otázka, jaká je skutečná cena výsledků. Je možno předpo­
kládat, že situaci dále ovlivňuje určité zkreslení/zaujatost (bias) vůči 
publikaci studií s negativním výsledkem; studie s tímto typem výsled­
ku pak nejsou do metaanalýzy zahrnuty. Bohužel lze jen obtížně 
odhadnout, jak významně se tento druh zkreslení uplatňuje. 

Okořenit přísady – Jednou z možných cest, jak se vyrovnat s nedo­
statkem kvalitních studií, je včlenit do metaanalýzy všechny studie, 
avšak přisoudit jim určitou váhu s ohledem na konečný výsledek. 
Ačkoli může tato praxe na první pohled budit dojem vědecké 
objektivity, lze si těžko představit, že zahrnutí špatných studií může 
vyústit v kvalitní výsledky. Zde se nabízí kulinářská paralela, kdy 
přidáním zkažených vajec nelze v žádném případě vytvořit chutný 
pokrm. Kvalitu studií skutečně nelze nahradit kvantitou (nekvalit­
ních) studií. Např. Tonelli a spolupracovníci (Tonelli et al., 2002) 
v metaanalýze věnované kontinuálním versus intermitentním 
metodám náhrady funkce ledvin sice vyhodnotili 116 studií, ze 
kterých však pouze šest mělo charakter randomizovaných kontro­
lovaných studií a z nich pouze tři byly publikovány in extenso. 

Není sýr jako sýr – Metaanalýza by měla kompilovat studie (rando­
mizované kontrolované), které jsou zaměřeny na řešení stejné, 
dobře definované a vymezené otázky. Ačkoli se tento předpoklad 
zdá být samozřejmý, dochází často k  situaci, kdy jsou sice do 
metaanalýzy zahrnuty studie porovnávající např. léčbu A s léčbou 
B, avšak v  různých kombinacích s  léčbou X, Y a Z. Kompilace 
různých protokolů tak může vést ke zcela mylným interpretacím. 

Špetka harishy – Pokud je k průkazu určité hypotézy zapotřebí 
velkého počtu pacientů, znamená to, že celkový dopad/účinek je 
slabý. Výsledky metaanalýz by měly zahrnovat jako doplňkovou 
informaci údaj o nezbytném počtu léčených či nezbytném rozsahu 
léčebného účinku. Pokud je udávána hodnota p, je třeba si uvědo­
mit, že tento údaj poskytuje informaci statistickou, nikoli však 
klinickou. Závěrem je možno uvést, že metaanalýzy mohou mít 
značnou cenu, pokud jsou použity korektním způsobem. 
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Odlehčeně pojatá úvaha Van Biesena o metaanalýzách, prošpi-
kovaná kulinářskými příměry, poukazuje na roli metaanalýz ve 
vědecké a výzkumné argumentaci a dává příklady možných 
úskalí. Ačkoli je úvaha zaměřena obecněji, je její platnost pro nefro
logii zvláště zřetelná. Důvodem je především skutečnost, že ve 
srovnání s jinými obory klinické medicíny je zde počet kvalitních 
klinických studií (typu randomizovaných kontrolovaných) rela-
tivně nízký. Zatímco soubory pacientů testovaných v  rámci 
intervenčních studií v kardiologii dosahují běžně několika tisíc 
pacientů, jsou soubory v nefrologických studiích obvykle podstat-
ně menší. Tento „handicap“ je zvláště patrný v některých dílčích 
oblastech, jako je např. léčba glomerulopatií, peritoneální dialýza 
apod., ve kterých jsou počty pacientů a priori poměrně nízké 
(např. ve srovnání s počty hemodialyzovaných pacientů). Správ-
ná příprava a metodologie při tvorbě metaanalýz či jejich správ-
ná interpretace jsou o to více naléhavé. Značně kritický postoj ke 
kvalitě metaanalýz a systematických přehledů v nefrologii zaují-
mají i další autoři. Mrkobrada a spol. se v nedávno publikovaném 
článku zabýval metodologií systematických přehledů v nefrologii 
a zjistil, že z 90 systematických přehledů publikovaných v roce 
2005 (z toho 60 věnovaných léčbě) měla více než polovina (54 %) 
zásadní metodologické nedostatky (Mrkobrada, 2008). Nejčas-
tějším problémem byla neschopnost řádně zhodnotit metodolo-
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gickou kvalitu zahrnutých primárních studií a neschopnost 
minimalizovat „bias“ při zahrnutí studie či studií do přehledu. 
Pouze 2 % přehledů (zahrnujících randomizované kontrolované 
studie) plně vyhovovala doporučením pro tvorbu přehledů. Rov-
něž jen menšina odborných časopisů (4/48) uplatňuje společně 
přijaté směrnice (consensus guidelines) pro tvorbu a  publikaci 
přehledů a přináší přehledy vyšší kvality. 

Z toho, jak se autor komentovaného článku poměrně kriticky 
vyjadřuje o různých nedostatcích spojených s tvorbou či interpre-
tací metaanalýz na druhou stranu nikterak nevyplývá, že by 
metaanalýzy neměly svůj význam. Stručně lze podmínky pro 
správné uplatnění metaanalýz shrnout následovně: řešená otáz-
ka by měla být dobře definovaná a relevantní; zahrnuté studie by 
měly být kvalitní (nejlépe randomizované kontrolované) a homo-
genní; výsledky by měly být interpretovány spíše ve smyslu nezbyt-
ného počtu léčených či rozsahu účinku než na podkladě hodnoty 
p samotné; autoři by měli diskutovat spíše klinické než statistické 
výsledky. Je zřejmé, že čtenář si musí vytvořit názor na danou 
problematiku z  různých informačních zdrojů, které by neměly 
zůstat omezeny na metaanalýzy. 

Je nepochybné, že interpretace výsledků klinických studií je 
poměrně složitou záležitostí a  v  tomto směru jsou metaanalýzy 
studií pouze „špičkou ledovce“. Singh recentně navrhl model origi-
nální koncepční platformy pro posuzování klinických studií (Singh, 
2008). Tato platforma zdůrazňuje význam statistického hodnocení 
studie, stejně tak jako klinické relevance možného (léčebného) 
účinku. Lze očekávat, že diskuse na toto téma bude živá a lze dou-
fat, že přispěje k vyšší kvalitě klinických studií i jejich přehledů. 
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Polycystická choroba ledvin 
autosomálně dominantního typu

Consugar MB, Wong WC, Lundquist PA, Rossetti S, Kubly VJ, Walker DL, 
Rangel LJ, Aspinwall R, Niaudet WP, Ozen S, David A, Velinov M, Berg-
stralh EJ, Bae KT, Chapman AB, Guay-Woodford LM, Grantham JJ, 
Torres VE, Sampson JR, Dawson BD, Harris PC; CRISP Consortium. 
Characterization of large rearrangements in autosomal dominant polycystic 
kidney disease and the PKD1/TSC2 contiguous gene syndrome. Kidney Int 
2008;74:1468–1479. 

Polycystická choroba ledvin autosomálně dominantního typu 
(PCHLAD) je častou příčinou chronického selhání ledvin 

(CHSL) vyvolaného postupnou tvorbou cyst a zvětšením ledvin. 
PCHLAD je geneticky heterogenní onemocnění s genem PKD1 
(46 exonů; 16p13.3) odpovídajícím přibližně za 85 % případů 
a PKD2 genem (15 exonů; 4q21) odpovídajícím asi za 15 % přípa­
dů. V bezprostřední blízkosti genu PKD1 leží gen TSC2, nejčastěj­
ší gen pro tuberózní sklerózu (TS), dědičné onemocnění autoso­
málně dominantního typu vyznačující se tvorbou benigních 
hamartomů v  různých orgánech a pestrou symptomatologií 
odrážející multiorgánový charakter postižení (příznaky neuro­
logické, kožní, renální aj.). Převážná část genu PKD1 (~kb, exony 
1–33) leží v oblasti, která je intrachromosomálně, segmentálně 
duplikovaná se šesti PKD1-like pseudogeny (PKD1P1-P6) lokali­
zovanými v 16p13.1. Tyto pseudogeny mají 99% sekvenční totož­
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nost s PKD1 a  z  toho důvodu bývají při amplifikaci PKD1 pro 
potřeby mutační analýzy uplatňovány metody využívající vzácné 
neshody (mismatche) s PKD1. Ve studii zaměřené na posouzení 
vývoje změn na ledvinách prostřednictvím zobrazovacích metod 
u pacientů s PCHLAD (tzv. studie CRISP) se podařilo identifikovat 
mutace asi u 87 % pacientů metodami založenými na detekci 
párových bazí, přičemž většina mutací způsobovala zkrácení pro­
teinu, menší část pak byla typu missense. U 2–3 % případů všech 
mutací PKD1 byly dosud prokázány rozsáhlé dalece zahrnující 
jednu či více exonů (Ariyurek, 2004). Rozsáhlé delece genu PKD1, 
které rovněž narušují gen TSC2, způsobují tzv. syndrom přilehlé­
ho genu (contiguous gene syndrome – CGS). U pacientů s CGS se 
obvykle časně vyvíjí PCHLAD a navíc různé příznaky TSC. Při 
screeningu pomocí standardních metod gelové a fluorescenční 
hybridizace in situ mohou některé rozsáhlé genové delece zůstat 
nerozpoznány. MLPA (multiplex ligation-dependent probe ampli­
fication) je recentně vyvinutou, vysoce účinnou metodou, umož­
ňující detekci delecí či duplikací exonů, která již byla použita 
u různých nemocí včetně TSC. V práci jsou popsány výsledky 
screeningu genů u  pacientů s  PCHLAD metodou MLPA (esej 
užívající FlexMAP paprsky a  instrumentarium Luminex) se 
zaměřením na průkaz rozsáhlých narušení genů PCHLAD 
a detekci CGS. 

Materiál a metody: V první fázi byla provedena izolace DNA, 
následně byl vytvořen design PKD1-specifických prób pro MLPA, 
dále provedena hybridizace MLPA prób, jejich navázání (ligace) 
a PCR amplifikace ligovaných prób. Technologie FlexMAP (Lumi­
nex) je založena na použití průtokové cytometrie a barevně kódo­
vaných mikrosfér k  rychlé identifikaci až 88 různých vzorků 
v jedné eseji. Počty kopií MLPA prób u jednotlivých nemocných 
byly porovnány s počty kopií u externích kontrolních genů i zdra­
vé kontrolní populace. Dále byl stanoven počet buněk s delecí 
a vyhodnocen mozaicismus (tzn. přítomnost dvou či několika 
buněčných linií v organismu). Detaily metodiky práce jsou uvede­
ny na http://www.nature.com/ki. 

Výsledky: Pro potřeby eseje byly koncipovány MLPA próby 
k zachycení delecí/duplikací u genů PKD1, PKD2 a PKD1/TSC2, 
včetně přilehlých oblastí. Funkce prób, speciálně těch zaměřených 
na gen PKD1, byla ověřena na souboru 18 rodin s PKD1/TSC2- 
-CGS a u šesti pacientů s intragenními delecemi PKD1. Metodou 
MLPA byly ve všech případech potvrzeny delece diagnostikované 
standardními metodami v dřívějším období. V jedné z rodin s pří­
tomností dříve prokázané delece u probanda byla tato delece 
ověřena metodou MLPA a navíc prokázán u jeho otce mozaicismus 
(somatická mozaika asi s 15 % buněk obsahujících deleci v leuko­
cytární DNA) – celkově obraz kompatibilní s představou mutace 
de novo. S cílem odhalit frekvenci výskytu rozsáhlých mutací genů 
(zvl. delece genu) u nemocných s PCHLAD byli vyšetřeni pacien­
ti ze souboru studie CRISP. Po provedení sekvenční analýzy zůsta­
lo 26 rodin, u kterých nebyla zjištěna mutace, a dalších 53 s nede­
finovanou mutací (často missense). Po vyšetření těchto 79 případů 
metodou MLPA byly prokázány čtyři nové případy rozsáhlého 
narušení genu (delece PKD1/TSC2) u  pacientů, u  nichž nebyly 
v předchozím období mutace prokázány. Mozaiková delece byla 
nově prokázána u tří pacientů s CGS. 

Diskuse: Byl vyvinuta MLPA esej umožňující rychlý screening 
rozsáhlých narušení genu pacientů s PCHLAD či PKD1/TSC2-CGS, 
a tím významně zpřesňující diagnostiku těchto onemocnění. Pří­
nos metody u nemocných s PCHLAD lze očekávat zvláště tam, kde 
genový podklad nebyl standardními metodami prokázán (nega­
tivní mutace). U pacientů s TS a cystickým onemocněním ledvin 

lze tímto testem odlišit pacienty, u nichž je klinický stav (fenotyp) 
výsledkem dědičného přenosu nezávislých genů PCHLAD a TS, 
od situace, kdy je fenotyp výsledkem rozsáhlé delece v  rámci 
PKD12/TSC2-CGS.

Komentář 
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Zatímco na podkladě celogenomových mutačních studií se odha-
duje výskyt rozsáhlých delecí obecně na úrovni zhruba 8 % (HGMD, 
2008), u pacientů s PCHLAD bylo doposud možno prokázat roz-
sáhlé mutace v méně než 3 %. Rozsáhlejší delece byly zjištěny nejen 
v  rodinách s  genem PKD1, ale v menší míře i u  rodin s PKD2 
(Velinov, 2005). Metodou MLPA se podařilo významně zvýšit záchyt 
těchto rozsáhlých narušení genu na úroveň zhruba 4 % všech pa-
cientů. Nově vyvinutá multiplexová, na ligaci závislá, amplifikační 
metoda (MLPA) začala recentně doplňovat spektrum metod stan-
dardně používány k detekci rozsáhlých genových poruch (gelové 
a fluorescenční hybridizační metody in situ). Metoda MLPA je 
založena na principu polymerázové řetězové reakce (PCR) ligova-
ných sond, které jsou hybridizovány k cílovým DNA sekvencím. 
Specificita je zajištěna dvěma sondami, které hybridizují na DNA 
těsně vedle sebe a na jejichž konci je vždy stejný pár primerů. MLPA 
byla zavedena do diagnostiky genetických změn u řady onemocně-
ní (TS, dědičný karcinom prsu – BRCA1 aj.). Umožňuje detekci 
neobvyklých kopií různých částí genomu (různě velké delece, dupli-
kace, amplifikace), známých mutací a relativní kvantifikaci mRNA. 
Je rovněž schopna odhalit metylační status regulačních oblastí genů. 
Výhodou MLPA je rychlost vyšetření (cca dva dny), vysoká citlivost, 
a relativně nízká cena. V komentované práci se ukázaly některé 
přednosti MLPA ve srovnání se standardními metodami. Nejen, že 
byly potvrzeny nálezy dříve popsaných rozsáhlých delecí u PKD1, 
resp. u PKD1/TSC2-CGS, ale byly také nalezeny rozsáhlé genové 
poruchy typu delecí dosud nepopsané. Výsledky naznačují, že roz-
sáhlé genové mutace mohou být nalezeny u ne zcela zanedbatelné 
části jedinců či rodin s PCHLAD (~1/3) s negativními nálezy při 
mutační analýze založené na detekci bodových mutací. S ohledem 
na relativně malý počet pacientů s PCHLAD majících rozsáhlé 
intragenním delece je třeba hodnotit vztah mezi genotypem a geno-
typickými projevy opatrně. Zdá se však, že alespoň u části souboru 
vyšetřených pacientů s rozsáhlými intragenními delecemi se klinic-
ký obraz, a zvláště závažnost renálního postižení významně neliši-
ly od nálezů u pacientů s jiným typem mutací. Pozoruhodný byl 
nález a průkaz genového mozaicismu v jedné rodině s PCHLAD. 
Přítomnost mozaicismu u vyšetřené osoby byl vázán na přítomnost 
mutace vzniklé de novo a znamenal, že pouze některé kopie kon-
krétního haplotypu PKD1 předávané potomkovi nesly mutaci PKD1, 
zatímco další byly normální. Mozaicismus může být zdrojem obtíží 
při správné interpretaci výsledků mutační analýzy a hodnocení 
genotypu. Connor a spol. recentně popsali případ rodiny s výskytem 
PCHLAD, jejíž jeden člen byl vyšetřován metodami DNA pro po-
tenciální dárcovství ledviny (Connor, 2008). Nepřítomnost genu 
pro PCHLAD, a možnost darovat tak ledvinu bez nebezpečí poz-
dějšího vývoje cyst v ledvinách, bylo možno spolehlivě vyhodnotit 
pouze díky tomu, že byla zjištěna mutace de novo u matky s geno-
vým mozaicismem. Tato situace ilustruje možnosti potenciálního 
klinického využití MLPA při presymptomatickém screeningu 
PCHLAD a dalších nemocí. To platí zvláště o TS a PKD1/TSC2-CGS. 

Závěrem lze uvést, že získané výsledky svědčí pro to, že MLPA 
významně doplní a rozšíří spektrum metod, které lze použít při 
molekulárně biologickém vyšetření pacientů s dědičnými nemo-
cemi, tak jak bylo ověřeno a prokázáno na souboru nemocných 
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s PCHLAD, TS a PKD1/TSC2-SCG. Díky této metodě lze také 
získat nové informace o genovém podkladu těchto nemocí a jejich 
patogenezi. 
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Časná detekce CKD s využitím 
eGFR: pochybnosti a rizika

Glassock RJ, Winearls C. Screening for CKD with eGFR: doubts and dangers. 
Clin J Am Soc Nephrol 2008,3:1563–1568.

V poslední době jsme svědky široce pojaté snahy o záchyt časných 
stadií chronického onemocnění ledvin (CKD) pomocí stano­

vení eGFR výpočtovým vzorcem dle MDRD. Jak známo, vzorec byl 
užit ve stejnojmenné studii sledující faktory progrese ledvinových 
onemocnění u celkem 1 642 nemocných a byl vytvořen A. S. Leveyem 
a spol. pro nemocné s  již přítomným chronickým onemocněním 
ledvin. Základem vzorce je hodnota sérového kreatininu, další 
proměnné jsou věk, dusík močoviny, albumin, pohlaví a etnikum. 
Ve výpočtu se kalkuluje s hodnotou korigované GF vztažené na 
tělesný povrch 1,73 m2 (vypočítaný z výšky a tělesné hmotnosti). 
Základní pochybností, kterou autoři v článku otevírají, je použití 
tohoto vzorce pro běžnou populaci. Využití vzorce je vztaženo k pěti 
stadiím dle doporučení K/DOQI, což implikuje, že ve stadiu 1 a 2, 
kdy je hodnota eGFR normální či hraničně snížená, dochází k zařa­
zení pouze na základě močového nálezu (mikro- či makroalbumin­
urie, proteinurie, event. erytrocyturie). Naproti tomu, zařazení do 
dalších stadií se děje pouze na základě hodnot GF.

Pokud bychom prováděli vyšetření v běžné populaci, např. s ohledem 
na riziko kardiovaskulárních onemocnění při záchytu mikroalbumin­
urie, může se dostat značné procento populace do stadia 3 CKD, aniž 
by se ovšem jednalo o chronické onemocnění ledvin. Hodnoty jed­
notlivých stadií dle doporučení K/DOQI nejsou standardizovány 
vzhledem k věku a pohlaví, takže významná část sledovaného soubo­
ru starších žen se na základě pouze tohoto hodnocení ocitne ve sku­
pině stadia 3 CKD (ačkoli ve skutečnosti o  chronické onemocnění 
ledvin nejde). Navíc, hodnota tzv. normální GF pro stadium 1 je pro 
většinu jedinců vyšší věkové kategorie nedosažitelná.

Ke značným pochybením dochází při přepočtu na standardní 
tělesný povrch 1,73 m2. U osob s nižší tělesnou hmotností je jejich 
korigovaná výsledná GF nadhodnocena, zatímco u vyšších hmot­
ností je naopak podhodnocena. A je zde další závažný problém, 
neboť řada vyšetřených nemocných je obézních. Zastoupení sva­
lové hmoty ovlivňující hodnotu sérového kreatininu je u nich 
významně nižší, než by odpovídalo poměru svalové hmoty k cel­
kové tělesné hmotnosti u člověka s BMI do 27 kg/m2.

Pokud bychom v běžné populaci vycházeli pouze ze základního 
výpočtu MDRD, dopustili bychom se významného přecenění počtu 
nemocných s CKD, čehož jsme však opakovaně svědky v odborné 
i laické literatuře.

Cíl časné detekce raných stadií CKD by se tak mohl minout 
účinkem a zpochybnění validity takto získaných dat by mohlo mít 
dopad i na skutečně prokázané počty nemocných s CKD, především 
vyšších věkových skupin diabetiků či hypertenzní neuropatie.

Na základě kritického hodnocení dat některých publikovaných 
studií v USA autoři dospívají k  závěru, že až 30 % nemocných 
zařazených ve stadiu 3 CKD může mít falešně pozitivní diagnózu. 
Při všech nedostatcích stanovení samotného sérového kreatininu 
doporučují autoři tuto hodnotu vzít vždy v potaz a podrobit ji 
kritické analýze s ohledem na proměnné faktory (věk, tělesná 
hmotnost, pohlaví, ale i dieta, event. interferující léky či látky při 
běžném stanovení v laboratoři).

Autoři nedoporučují rutinní použití výpočtového vzorce přede­
vším v těchto situacích:
1.	 epidemiologické studie výskytu CKD v populaci;
2.	 predikce prognózy kardiovaskulárního rizika;
3.	 zhodnocení funkce ledvin dárců k transplantaci.

Ad 1. Za zvláště zavádějící považují Glassock s Winearlsem jed­
norázový výpočet GF pomocí MDRD v širokých epidemiologických 
studiích běžné populace. Vedle výše zmíněných chyb daných věkem 
a  tělesným povrchem je doplňují další velmi závažnou chybou 
jednorázově stanovené sérové koncentrace kreatininu. Již při vytvo­
ření vzorce Leveyem a  spol. bylo požadováno dosazení stabilní 
sérové koncentrace kreatininu, tj. přetrvávající hodnoty po dobu 
nejméně tří měsíců (chronické onemocnění). Toto doporučení bylo 
zahrnuto do původního vzorce užitého ve studii MDRD. Výpočet 
při použití jednorázového stanovení sérového kreatininu, navíc bez 
znalosti hodnoty dusíku močoviny a albuminu, může zvýšit výskyt 
falešně pozitivních výsledků o více než jednu třetinu.

Ad 2. Podobně chybné může být využití výpočtu MDRD u nemoc­
ných s vyšším kardiovaskulárním rizikem. Je jistě důležité, abychom 
znali u  těchto jedinců jejich renální funkci, ale opět na základě 
jednorázového výpočtu nelze predikovat riziko progrese kardiovas­
kulárního onemocnění. Přítomná mikroalbuminurie, event. mírná 
proteinurie prokazují poruchu endoteliální funkce, ale nemají přímý 
vztah k progresi v nekorigovaných stadiích 1–3 CKD.

Ad 3. Vyšetření renálních funkcí u potenciálních živých dárců 
by se mělo vždy provádět zaručeně přesnou metodou, jako je 
clearance inulinu, iohexolu či metody izotopové. Dosud není zce­
la opuštěna ani metoda clearance kreatininu při přesném kontro­
lovaném sběru moči v laboratoři. U kadaverózních dárců je hod­
nocení MDRD zatíženo velkou chybou danou měnící se hodnotou 
sérového kreatininu (event. i dusíku močoviny a albuminu) při 
rychle se měnícím objemu a složení extracelární tekutiny a perfuz­
ních poměrech v ledvinách.

Autoři uzavírají své šetření, že výpočet dle MDRD přestavuje 
nepochybný pokrok z hlediska omezení nutnosti přesného sběru 
moči i výpočtu predikujícího glomerulární filtraci (nikoli clearan­
ce kreatininu, jako předtím užívaný vzorec dle Cockcrofta a Gaul­
ta). Nicméně má být použit pouze v indikacích, k nimž byl vytvo­
řen. V ostatních situacích musí být zohledněny možné výpočtové 
nepřesnosti a neměly by být činěny klinické závěry pouze na zákla­
dě jeho výpočtu.
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Uvedený článek amerických autorů je pouze jedním z dalších 
příspěvků k velmi aktuální tematice, jak jednoduše, ale správně 
měřit renální funkce. Ukazuje na úskalí nyní nejrozšířenější 
výpočtové metody pro odhad glomerulární filtrace.

Nejpřesněji lze renální clearance měřit pomocí metod založených 
na udržování konstantní koncentrace látky v plazmě kontinuální 
infuzí se současným přesným sběrem moči. Funkci ledvin je však 
možno kvantifikovat také pomocí tzv. vzorkových metod, jejichž 
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