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CLS JEP k vysetfovani proteinurie
1. Fyziologie vyluéovani bilkovin do mog¢i

Glomerulami kapilami sténa (zejména glomerularni
bazalni membrana) efektivné brani priniku bilkovin v za-
vislosti na jejich molekulové hmotnosti (velikosti), nabaji
(usnadnuije vylu€ovani kationickych a znesnadriuje vylu-
Govani anionickych bilkovin) a tvaru. Bilkoviny s molekulo-
vou hmotnosti vétsi nez aloumin (69 kD, efektivni primeér
3,6 nm) pronikaji do moci velmi omezeng, zatimco se
snizujici se molekulovou hmotnosti a efektivnim proimé-
rem se filtrace dané makromolekuly progresivné zvysuje
(selektivita podle velikosti, eventudlné tvaru molekuly).

Vzhledem k bohaté pritomnosti proteoglykant (ze-
jména heparansulfatu) v glomerulari bazalni membra-
ng, které funguji jako polyanionty, pronikaji do modi
nejsnaze bilkoviny s pfevahou bazickych aminokyselin
(chovaji se jako polykationty). Vétsina plazmatickych
bilkovin (napf. albumin) se za fyziologického pH chova
jako polyanionty.

Nizkomolekularni bilkoviny, které jsou volné filtrovany
v glomerulech, jsou Uc¢inné resorbovany a nasledné ka-
tabolizovany v proximalnim tubulu a jejich koncentrace
v mocCi jsou minimalni. Zdravymi ledvinami pfi bézném
pritoku krve 1,2 I/min proteCe cca 40-45kg albuminu
denng, z tohoto mnozstvi se do ultrafiltratu dostava-
ji asi 2-3g albuminu; vétSina profiltrovaného albuminu
(99 %) je ale katabolizovana v tubulech, takze moci se
fyziologicky vylouci méné nez 30mg albuminu denné.
Nejvyznamnéjsi soucCasti tzv. fyziologické proteinurie
je tzv. Tamm-Horsfallv protein (uromodulin) — mukopro-
tein, ktery je secernovan tubularnimi bunkami v tlusté
¢asti vzestupného raménka Henleyho Kklicky (cca 30
az 50 mg/24 h). DalSimi slozkami jsou albumin (do 10
mg/24 h), IgG a sekrecni IgA (do 10-15 mg/24 h) a volné
lehkeé fetézce imunoglobulind (do 10-15 mg/24 h).

Pri bézné svalové aktivité nepresahne fyziologicka
proteinurie 50-80 mg/24 h, pfi vétsi svalové aktivite,
prolongované ortostaze a snizeném pfijmu tekutin
mUze byt vy$si — horni hranice fyziologické proteinurie
je arbitrarné definovana na 150 mg/24 h.

Podle poslednich praci je permeabilita glomerulami
kapilarni stény podstatné vyssi, nez se obecné predpo-
klada, a minimaini mnozstvi albuminu v modi zdravych
osob je zplsobeno zejména jeho velmi efektivni tubu-
larni resorpci.

2. Klasifikace zvySeného vyluéovani
bilkovin do mogi

Z hlediska etiologie Ize proteinurii délit do nékolika
zakladnich skupin [Engli§, 2007; Zabka, 2007]:
e Funkéni proteinurie je pfechodna proteinurie, kte-
ra se mlze vyskytnout u osob se zdravymi ledvina-

stresu. Mechanismus této glomerularni proteinurie

je pravdépodobné hemodynamicky, je tedy nejspi-

Se glomerularniho ptvodu. Hemodynamickou prici-

nu ma zrejmé také tzv. ortostaticka proteinurie,

ktera se vyskytuje asi u 2-5% mladych, jinak zdra-
vych jedincl, Gastéji muzl, a je charakterizovana

malou proteinurii (zpravidla mensi nez 1 g/24 h)

vstoje a nezvysSenou proteinurii vieze. Je-li zvySena

i proteinurie v no¢nim vzorku (tj. z doby, kdy pacient

lezel), je nutno vylouCit organické onemocnéni led-

vin.

Prerenalni proteinurie je vyvolana zvySenou plaz-

matickou koncentraci zejména nizkomolekularnich,

snadno filtrovatelnych proteind, jejichZ filtrace pre-
kroCi resorpéni kapacitu proximalniho tubulu, napf.
vyluGovanim lehkych fetézcl imunoglobulin u né-
kterych monoklondlnich gamapatii, myoglobinu

u rhabdomyolyzy, hemoglobinu u akutni hemolyzy,

lyzozymu u nékterych typl leukémie ¢&i p2-mikroglo-

bulinu u nékterych malignit (zejména hematologic-
kych), také tkarovych katabolit(l, eventuélné protei-
nl akutni faze.

Glomerularni proteinurie mUze byt zplsobena:

a) ztratou negativniho naboje glomerularni bazalni
membrany (ztrata selektivity podle naboje). DU-
sledkem je zejména albuminurie, jde tedy o tzv.
selektivni proteinurii, typicky u tzv. nefrotické-
ho syndromu s minimalnimi zménami glomerul(;

b) tézSim poskozenim glomerulari membrany se
vznikem rozséahlejsich defektl, kterymi procha-
zeji i proteiny s velkou molekulovou hmotnos-
ti (ztrata selektivity podle velikosti), napf. IgG
(tzv. neselektivni proteinurie).

Tubularni proteinurie vznika:

a) pri porusené zpétné resorpci profiltrovanych niz-
komolekularmnich bilkovin v proximalnim tubulu.
MUze byt projevem tubulointersticidlni nefropatie
(napf. pfi pyelonefritidé), pfi toxickém poskoze-
ni (gentamicin, NSAID, rtut, kadmium), ischémii,
metabolickych dysbalancich (hypokalémie, hy-
perkalcémie, hyperurikémie) nebo jako soucast
tzv. Fanconiho syndromu, napf. u mnohocetné-
ho myelomu, Wilsonovy choroby;

b) funkeni tubuldrni proteinurie vznika pfi prekroce-
ni maximalni tubularni resorpéni kapacity buneék
proximalnich tubull pfi zvySené nabidce jinych
resorbovatelnych bilkovin (nej¢astéji monoklo-
nalnich lehkych fetézcl imunoglobuling, eventu-
alné myoglobinu &i hemoglobinuy;

c) napodkladé metabolického poskozeni—hyperu-
rikémie, hyperoxalurie, pfi obstrukéni uropatii).
Postrenalni proteinurie je zplsobena sekreci
bilkovin do moci ve vyvodnych mocovych cestach
(krvaceni, zanét); typicka je pfitomnost a2-makro-

globulinu a IgM.
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e Artificidlni proteinurie je charakterizovana pfi-
tomnosti cizorodé bilkoviny, kterou z néjakého dd-
vodu pacient do modi pfidal. NejGastéji se jedna pro
snadnou dostupnost o vajecny bilek. Prikaz se pro-
vadi elektroforeticky, pfipadné imunochemicky.
Podle velikosti (ztrat bilkovin do modi za 24 h) se

proteinurie déli na malou (0,15-1,5 g/24 h), stfedni

(1,5-3,5 g/24 h) a velkou (> 3,5 g/24 h).

3. Metody vysSetreni proteinurie

3. 1. Orientaéni vySetfeni mo¢i na bilkovinu testo-
vacim prouzkem

Pro screening mohou byt pouZity orientaéni vy-
Setfeni proteinurie nebo albuminurie pomoci tes-
tovacich prouzku. Vzhledem k nizké senzitivité, nizké
specificité a nizké negativni predikéni hodnoté se ru-
tinni* screeningové vysetfovani proteinurie testovacimi
prouzky prestava v bézné populaci doporucovat [Lamb
et al., 2009].

Pri orientaCnim vySetfeni proteinurie testovacimi
prouzky detekujeme bilkovinu v moci pouze tehdy, je-li
jeji koncentrace vy$Si nez 0,2-0,3 g/l, pfiCemz jsou vy-
sledky velmi zavislé na vyrobci diagnostického prouzku.
Rozmezi 0 az 4+ pii kvalitativni analyze zhruba odpo-
vida rozmezi 0-5 g/I pfi analyze kvantitativni. Vysledky
kvalitativniho stanoveni vySetfeni testovacim prouzkem
zavisi nejen na koncentraci proteinu, ale i na stupni za-
husténi moci, zména z 4+ na 2+ tedy vibec nemusi
znamenat pokles proteinurie, ale jen napf. zvyseny pfi-
jem tekutin a/nebo polyurii; vySetfeni modi testovacim
prouzkem se proto rozhodné nehodi k monitorovani
Vyvoje proteinurie.

U pacientll s pozitivnim ndlezem pri vySetifeni dia-
gnostickym prouzkem (1+ a vice) ma byt pfitomnost
proteinurie potvrzena kvantitativnim vySetfenim (stano-
venim pomeéru protein/kreatinin nebo albumin/kreatinin
v moci) — obrazek 1.

3. 2. Vysetreni celkové bilkoviny/albuminu v mog¢i

Pri detekci i monitorovani proteinurie je doporu-
Covano jeji vysetreni ve vzorku (nejlépe prvni ranni, po-
kud neni dostupna, i jiné) nesbirané mo¢i. Kvantitativni
proteinurie je v tomto pfipadé vyjadfovana jako pomér
protein/kreatinin v moéi (PCR - protein creatinine
ratio). No¢ni nebo 24hodinovy sbér se nedoporucuie.
NejcastéjSimi pricinami chronického onemocnéni ledvin
u dospélych jsou diabetes mellitus, hypertenze a chro-
nické glomerulonefritidy, které jsou spojeny s nékdy jen
mirmeé zvySenou exkreci alouminu, proto je vhodnéjsi
stanovovat misto koncentrace celkové bilkoviny albumin
a vysledek vyjadfovat jako pomér albumin/kreatinin
v mo¢i (ACR - albumin creatinine ratio).

Ddraz kladeny na pouziti poméru celkova bilkovi-
na nebo albumin/kreatinin v moc¢i ma nékolik divodd,
zejména nepohodinost sbéru modi pro pacienta a ne-
presnost sbéru moci.

Hodnota poméru albumin/kreatinin ma nejvyssi vy-
poveédni hodnotu a nejnizsi intraindividualni biologickou
variabilitu.

Vzorek prvni ranni moéi je nejvhodné;jsi, nebot
v ném pomeér albumin/kreatinin koreluje s 24hodino-
vym vylu€ovanim albuminu nejlépe. Pokud neni mozny
prvni ranni vzorek, je pouzitelny i jiny nahodny vzorek
nesbirané modi [Keane et al., 1999].

3. 2. 1. Preanalytické podminky

Pro rutinni méFeni proteinurie/albuminurie je nej-
vhodnéjsi skladovani vzorkd pred analyzou v lednici pfi
2-8 °C a temperovani vzorkl pred mérenim na pokojo-
vou teplotu k odstranéni pfipadnych precipitaci. Stabi-
lita pfi této teploté je minimalné 7 dni. Zamrazovani se
nedoporucuje, protoze neni dostatené prostudovana
pfipadna sorpce na stény odbérovych zkumavek ani
jiné ovliviujici faktory.

VySetfeni proteinurie neni doporuc¢eno v akutnim
horeCnatém stavu (neni-li predpokladano akutni one-
mocnéni ledvin), kratce po zvySené fyzické namaze, pfi
menses, infekci vyvodnych mocovych cest. Pri vySetfeni
modovymi prouzky mdze byt fale§né pozitivnivysledek
pfi dehydrataci, hematurii, extrémné alkalické moci s pH
> 8, pii kontaminaci dezinfekénimiroztoky, naocpak fales-
né negativni vysledek pri vyluCovani jinych bilkovin nez
albumin, které omezené reaguji s testovacimi prouzky.

Kvalitativni vySetreni bilkoviny v modéi je doporuceno
doplnit 0 zkousku 20% kyselinou sulfosalicylovou, kte-
ra reaguje stejné se vSemi vyluGovanymi proteiny. Po-
zitivni zkouSka kyselinou sulfosalicylovou pfi negativni
zkouSce na pfitomnost bilkoviny moCovym prouzkem
ukazuje na pritomnost jinych bilkovin (nej€astgji volnych
lehkych Fetézcl imunoglobulind nebo tubularnich pro-
teind).

3. 2. 2. Rutinni metody stanoveni celkové bilkoviny
v mo i

Za nejspecifiCtéjSi metodu pro stanoveni celkové
proteinurie se poklada biuretova metoda, ktera meéfi
vSechny mocové proteiny a glykoproteiny se srovnatel-
nou senzitivitou. Zasadni nevyhodou této metody je jeji
nizka citlivost pro koncentrace bézné nachazené v moci
a s tim spojena nizka presnost méreni. K automatizaci
je nutné pouzit metody stanovuijici nefelometricky nebo
turbidimetricky protein precipitovany kyselinou trichloro-
ctovou nebo benzethoniumchloridem nebo alternativné
spektrofotometrické metody zalozené na barevnych re-
akcich, zejména pak metodu s pyrogallolovou Cerven.
Tyto metody detekuiji se srovnatelnou citlivosti albumin
aimunoglobulin G, ale maiji nizkou citlivost pro stanoveni
nékterych mocovych glykoproteind, napf. Tamm-Hors-
fallova proteinu, a zejména volnych lehkych fetézcd imu-
noglobulind. Reprodukovatelnost méfeni v programech
externiho hodnoceni kvality se v pfipadé programu
SEKK typicky pohybuije pro koncentraci 0,24 g/l v inter-
valu 4-17 %; v programu NEQAS 5-14 % pro koncent-
raci 0,28 g/l a 3-10% pro koncentraci 1,45 g/l.

3. 2. 3. Rutinni metody stanoveni albuminu v moci

Imunochemické metody (imunoturbidimetrie/imu-
nonefelometrie) vykazuji mez detekce 2-10 mg/I (pro
srovnani: mez detekce celkového proteinu v modi po-
moci stanoveni testovacimi prouzky je asi 150 mg/l).
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Pozitivni proteinurie pfi vySetreni testovacim prouzkem*
(nebo pozitivni vysledek zkousky kyselinou sulfosalicylovou)

kvantitativni PU > 2 g/24 h kvantitativni PU < 2 g/24 h
a/nebo glomerularni hematurie l
glomerularni proteinurie] glomerularni, tubularni, postrenalni nebo prerenalni PU

\/

elektroforéza moci
nebo vySetreni proteint v moci kvantitativné

/lw.

albumin oG lehkeé fetézce Ig A2M
myoglobin
hemoglobin
glomerularni glomerularni l
selektivni PU neselektivni PU  prerenalni PU tubularni PU postrenalni PU
daldi vySetfeni zamérena na pro stanoveni dalsi vySetreni dalsi
uréeni typu glomerulopatie priciny dalsi pro stanoveni vySetfeni
(imunologické vysetent, vysetreni priciny: (napf.
event. histologické z renélni | | (napf. mFLC (medikace, sono urologickeé)
biopsie) + klinicky podtext v séru, CK aj.) ledvin, metabol.
(DM, hypertenze, rodinna vySetreni — litiaza
a osobni anamnéza) — funkeni PU
— poskozenych
tubull
— intersticialni
— nefropatie
— sekundarni
(pfi pokrocilé
glomerulopatii)

Obr. 1. Diagnosticky postup u proteinurie (PU)
*Nékteré stavy pfi prerenalni nebo tubularni proteinurii nemusi byt zachyceny testovacim prouzkem.
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Mezilaboratorni reprodukovatelnost (CV,__.) v systé-
mech EHK se pohybovala v intervalu 5-16,5% pro
koncentrace niz8i nez 30 mg/l avintervalu 3,1-12,1 %
pro koncentrace vyssi nez 30 mg/l albuminu.
Referencni material

V soucasné dobé neni k dispozici certifikovany refe-
rencni materidl, a neni uveden ani na seznamu JCTLM.
Rutinni pracovni kalibratory maji hodnoty odvozené srov-
nanim s fedénym sérovym referenénim materialem ERM
DAA470. Zplsob fedéni pri prenosu hodnot neni defino-
vany, ani dokumentovany. Pracovni kalibratory obsahuijf
rlizné mnozstvi interferujicich polymerovanych albumindi.

Japonska spolecnost klinické chemie a Japonska
spoleCnost pro standardy v klinické chemii vyvinula
prototyp certifikovaného referenéniho materidlu s ma-
trici tvofenou chloridem sodnym, fosfatovym pufrem
a sacharézou a bez obsahu albuminovych polymerd.
Certifikovana hodnota byla pfi absenci referenéni me-
tody ustanovena mezilaboratornimi pokusy s pouzitim
rutinnich imunochemickych metod. Kontrolni material je
postoupen ke schvaleni a uvedeni na seznam JCTLM.
Referencni metoda pouzivana k odvozeni navaznych
hodnot albuminu v pracovnich kalibratorech bude prav-
dépodobné zalozena na principu tandemové hmotnost-
ni spektrometrie LC/MS-MS [Shaikh A. et al., 2008].

HPLC metody poskytuiji systematicky vySSi vysled-
ky nez metody imunochemické. Pfi¢inou je bud Cas-
te€né snizeni imunoreaktivity albuminu v modi po ex-
kreci, anebo nespecificka eluce albuminu ze separacni
kolony. Posledni vyzkumy nasvedCuiji vySsi spravnosti
imunochemického méren.

3. 2. 4. Zavéry

VySetieni odpadt proteind modi za 24 hod z(stéa-
va vyznamnym zakladnim parametrem proteinurie. Pro
zpresnéni vySetreni kvantitativni proteinurie/albuminurie
se doporucuje meéfeni poméru koncentrace celko-
vé bilkoviny v moéi (PCR) nebo albuminu (ACR)
a kreatininu v prvnim rannim vzorku mogéi (tab. 1).
Vhodné je vydavat vysledek v méreni mg/mmol [Miller
et al., 2009]. Pomér koncentrace alouminu a kreatininu
v moci nelze pouzit pfi koncentraci kreatininu v séru >
250 pymol/l.

Tab. 1. Klasifikace proteinurie

Stav PCR (mg/mmol) | ACR (mg/mmol)
. o < 2,5 (muzi)
Fyziologicky <15 <35 (Zeny)

) I 2,6-29,9 (muzi)
Mikroalbuminurie | — 3.6-29.9 (Yeny)
Proteinurie 15-99 30-69
Tézka proteinurie | =100 >70

[upraveno podle Lamb, 2009]

U pacientd s dvéma nebo vice pozitivnimi nalezy
proteinurie pri kvantitativnim vySetfeni ma byt diagnos-
tikovana perzistentni proteinurie a tito pacienti maji
podstoupit dalsi vySetfeni (a eventualné lécbu) chronic-
kého onemocnéni ledvin. Pfi monitorovani proteinurie
maji byt pouzivany kvantitativni metody.

3. 3. VySetieni mikroalbuminurie

Zvysené vyluCovani albuminu modi, které neni dete-
kovatelné kvalitativnimi metodami realizovanymi bézny-
mi testovacimi prouzky pro prikaz proteind v modi, se
oznaduje jako mikroalbuminurie.

Mikroalbuminurii Ize semikvantitativné detekovat
specialinimi testovacimi prouzky, které maji diagnostic-
kou senzitivitu cca 30-40 mg/l albuminu. Kvantitativng je
meéfena obvykle imunonefelometricky nebo imunoturbi-
dimetricky [Friedecky et al., 2006; Miller et al., 2009].

Tab. 2. Kritéria detekce mikroalbuminurie

Typ vzorku Mikroalbuminurie

2,6-29,9 mg/mmol kreatininu (muzi)

Nahodny vzorek —
3,6-29,9 mg/mmol kreatininu (Zeny)

30-299 mg/24 h
20-199 pg/min

Preferovanym kritériem je hodnota ACR (mg/mmol kreatininu).

Sbér modi

Hodnota cut-off pro ACR je prozatimni a bude velmi
pravdépodobné upresnovana diferenciaci podle véku
a pohlavi probandl. Hodnoty presahuijici horni interva-
ly uvedenych kritéril jsou jiz povazovany za proteinurii.
Analyza vzorkl s vysokou celkovou proteinurii je zcela
nevhodna ke stanoveni mikroalbuminurie imunoche-
mickymi metodami (nebezpedi ,hook efektu®).

Meéreni koncentrace alouminu v modi je dllezité
u nemocnych s diabetem, arteridlni hypertenzi a ICHS.

U diabetikl vykazuje vySetieni mikroalbuminurie
vyznamnou schopnost ¢asné predikce diabetické nef-
ropatie. Pacienti s diabetem by méli byt testovani na pfi-
tomnost diabetického onemocnéniledvin jednou ro¢né.
Screening by mél zadit u pacientd s diabetem 1. typu
5 let po stanoveni diagndzy diabetu a u pacientd s dia-
betem 2. typu ihned po stanoveni diagndzy. Screening
zahrnuje stanoveni pomeéru albumin/kreatinin v prvnim
rannim vzorku moci. VySetfeni alouminu v moci sbirané
24 hodin se nedoporucuije, je vS8ak mozné vySetfit albu-
minurii ve vzorku modi sbiraném béhem klidu na 1Gzku
v noci; vysledek je pak vydavan v pg/min. V praxi se
v8ak dava prednost vySetreni v jednorazovém vzorku
modi, vysledek se vztahuje ke koncentraci kreatininu
v moc¢i (mg/mmol kreatininu). Vzhledem k vysokeé in-
traindividualni variabilité (az 30%) by pro diagndzu mik-
roalbuminurie mély byt pozitivni alespon 2 ze 3 vzork(
moce vySetfené v pribéhu 3-6 mésicd; vysetieni by
nemélo byt provadéno pfi soucasné infekci mocovych
cest, po zvySené fyzické namaze a pfi menses.

Diabetické onemocnéni ledvin je pfitomno ve
formeé incipientni diabetické nefropatie vzdy, je-li proka-
zéna mikroalbuminurie. ZlepSeni metabolické kompen-
zace diabetu, uspokojiva korekce hypertenze a léCba
inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEI) vy-
razné snizuje riziko progrese postizeni ledvin. Pacienti
s mikroalbuminurii (i nediabetici) maji vyrazné zvySené
kardiovaskularni riziko. Mikroalbuminurie je u téchto ne-
mocnych zfejmé markerem generalizované endotelové
dysfunkce. V posledni dobé se ukazuje, ze zvySené re-
nalni i kardiovaskularni riziko maji i osoby s tzv. vysokou
normalni albuminurir.
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Na jiné nez diabetické onemocnéni ledvin by
mélo byt pomysleno, pokud neni pfitomna diabeticka re-
tinopatie, je vyrazné snizena nebo rychle klesajici glome-
rularni filtrace, rychle roste proteinurie a/nebo se rozviji
nefroticky syndrom, u refrakterni hypertenze, patologic-
kého mo&ového sedimentu, pfi znamkach systémoveého
onemocnéni a pii poklesu glomerularni filtrace o vice nez
30 % do 3 mésicl po zahdjeni léCby inhibitorem ACE.

Podrobnéji viz spolecné doporudeni Ceské spolec-
nosti klinické biochemie a Ceské diabetologické spoled-
nosti ,Diagnostika a sledovani diabetes mellitus“.

3. 3. 1. Preanalytické podminky

Albumin je v moci stabilni minimalng 1 tyden pfi
teploté 4-20 °C. Zatimco béhem skladovani pfi -20 °C
Ize pozorovat mimé snizovani koncentrace albuminu
v modi, pfi teploté -70 °C a nizsi k poklesu koncentrace
nedochazi ani po 6 mésicich uskladnéni.

Koncentrace albuminu v mod&i jsou ovliviiovany
akutnimi chorobnymi stavy, infekci modovych cest,
zvySenou fyzickou namahou, zvySenou koncentraci
glukdzy v krvi.

3. 3. 2. Rutinni metody stanoveni mikroalbuminurie

Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie jsou nejroz-
Sifengjsi metody; mohou vSak urcitym zplsobem pod-
hodnocovat vyslednou koncentraci albuminu v modi
vzhledem k fragmentaci albuminu v moci a ztraté casti
imunoreaktivity.

Pozadovana reprodukovatelnost méreni je CV < 15 %.
Akceptovatelné hodnoty bias musi byt zabezpeeny
realizaci ndvaznosti rutinni metody na mezinarodni refe-
renéni material CRM 470, tedy odvozenim hodnoty pra-
covniho kalibratoru porovnanim s materialem CRM 470.

Mez detekce musi dosahovat minimalné hodnoty
20 mg/I albuminu, nebo Iépe niZsi.

Pri pozitivité celkového proteinu v modi diagnostic-
kym prouzkem se stanoveni mikroalbuminurie nepro-
vadi (je prfekroden pracovni rozsah méreni).

3. 4. Vysetreni dalSich proteinil v mogéi
3. 4. 1. Kvantitativni analyza
Pro hodnoceni slozeni proteinurie je tfeba vysSetfit
i exkreci daldich proteinl v moci: a1-mikroglobulinu
(déle jen A1m), IgG, a.2-makroglobulinu (A2M), eventu-
alné transferinu, cystatinu C, pro diferencidlni diagnosti-
ku tubulamiho poskozeni mlze byt cennym i stanoveni
N-acetyl-B-D-glukosaminidazy (NAG) v modi (tab. 3).
Zatimco alm je mozné vySetfovat imunoturbidimet-
ricky nebo imunonefelometricky, IgG, transferin a A2M
v moci vzhledem k nizkym koncentracim pouze imuno-
nefelometricky. V modi jsou A1m, IgG, transferin i A2M

Tab. 3. Referencni hodnoty

stabilni minimalné 1 tyden pfi teploté 2-8 °C, neni do-
poru¢eno vzorky mrazit — po nasledném rozmrazeni
klesa koncentrace IgG v moci az o 30 %. Stanoveni
B2-mikroglobulinu (b2m) v moci se nedoporucuije, ne-
bot je nestabilni v kyselém prostredi.

3. 4. 2. Kvalitativni analyza

Kvalitativni pohled na proteinurii poskytuji elektro-
separacni techniky, vétsinou zalozené na principu
elektroforézy, eventualné v kombinaci s monoklo-
nalnimi protilatkami. Poskytuji informaci o pfitomnosti
nékterych vyluéovanych proteind — alouminu, transferi-
nu, I9gG, a1-mikroglobulinu, hemoglobinu, eventualné
monoklondlnich volnych lehkych fetézcd imunoglobu-
linG (MFLC) — u mFLC v zavislosti na jejich koncentraci
v séru, maximalni kapacité tubularni resorpce a renal-
nich funkcich (Pozn.: Negativni ndlez v elektroforéze
a eventualni imunofixaci moc¢e nevylucuje pfitomnost
mFLC v séru nemocného). Umoznuji dale diferenco-
vat proteinurii na glomerularmni, prerendlni, smiSenou
glomerulo-tubularni, eventudlné tubularni. Tubularni
proteinurie vzhledem k fyzikalné-chemickému slozeni
nosti v elektroforéze) jsou u nékterych typl elektro-
foréz (zejména u prosté elektroforézy v agarézovém
gelu) hire detekovatelné, respektive neumoznuiji jejich
Casnou diagnostiku. Kvalitativni stanoveni nezohled-
nuje miru koncentrace moce; hrani¢ni nalezy mohou
byt u nékterych nemocnych s koncentrovanou modi
faleSné pozitivni, naopak s velmi ziedénou moci fales-
né negativni. Hodnoceni selektivity je velmi orientacni,
zejména u hranic¢nich nélezU.

Je mozné provadét elektroforézu moce v nativ-
ni nezahusténé mocéi (rozdéleni bilkovin podle jejich
naboje) po barveni gencianovou violeti, elektroforé-
zu modovych protein( v polyakrylamidovém gelu
s pridavkem laurylsiranu sodného (sodium dode-
kasulfat, SDS), tzv. SDS-PAGE (rozdéleni bilkovin pod-
le jejich molekulové hmotnosti), v agarézovém gelu
s pridavkem SDS, eventualné na alkalicky pufrova-
ném agarézovém gelu v kombinaci s monoklonalni-
mi protilatkami proti vybranym proteintiim — B2m,
A1m, albuminu, A2M, IgG, tézkym retézclm imuno-
globulind a lehkym fetézcim imunoglobulinG (volnym
i vazanym).

Stabilita moce pro vysetfeni elektroforézy je mini-
malné 1 tyden pfi teploté 2-8 °C, neni doporuceno
vzorky mrazit.

Metodou budoucnosti by mohlo byt hodnoceni pro-
teomu v modi, proteomika moce je v soucasné dobé
predmétem vyzkumu, zatim vysledky nejsou aplikova-
telné v bézné praxi.

Alm 2-12 mg/l, respektive < 14 mg/g kreatininu (1,58 mg/mmol kreatininu)

lgG 2-10 mg/l, respektive < 10 mg/g kreatininu (1,13 mg/mmol kreatininu)
transferin 0,2-1,2 mg/l, respektive < 2 mg/g kreatininu (0,23 mg/mmol kreatininu)

A2M < 7 mg/g kreatininu (0,79 mg/mmol kreatininu)

cystatin C < 0,30 mg/l, respektive < 100 mg/g kreatininu (< 11,3 mg/mmol/kreatininu)
NAG < 0,105 pkat/l, respektive < 0,083 pkat/g kreatininu (< 9,4 nkat/mmol kreatininu)
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3. 5. Hodnoceni proteinurie

Kvalitativni (elektroforetické) techniky hodnoti na-
lez na podkladé porovnani s typickymi obrazy glome-
rularni selektivni a neselektivni, tubularni a glomerulo-
tubularni proteinurie; vyzaduji znacnou zkuSenost. Je
doporucené hodnotit elektroforeticky nadlez v kontextu
klinickém a spolecné s dalSimi nalezy. U elektroforézy
kombinované s monoklonalmimi protilatkami jsou po-
rovnavany prouzky s imunoprecipitaty s odpovidajicimi
abnormalnimi frakcemi a typickymi ndlezy.

Kvantitativni hodnoceni vychazi z teorie tzv. indi-
katorovych proteinii [Hofmann et al.,, 1993-2000].
Indikatorové proteiny jsou bilkoviny o rizné velikosti
molekuly, s rlznym chovanim v ledving, fyziologicky
pritomné v definitivni moci ve velmi nizkych koncentra-
cich (mg/l); jsou-li hodnoceny jako celek, jejich zvySena
exkrece modi ukazuje na urcity typ onemocnéni ledvin
a/nebo vyvodnych mocovych cest. Alfal-mikroglobulin
je ukazatelem poskozeni tubull a/nebo tubulointersti-
cia ledviny, albumin je zakladnim glomerularmim uka-
zatelem, 1gG je ukazatelem glomerularniho poskozen,
zanétlivé syntézy v intersticiu ledviny nebo postrenalni
proteinurie; jako doplfkovy ukazatel pro rozliseni mir-
né glomerularni a tubulami proteinurie slouzi transferin
v moci. Alfa2-makroglobulin jako postrendlni ukazatel
je fakultativné vyuzivan pfi hodnoceni hematurie.

Pfi hodnoceni jsou vzajemné porovnavany koncen-
trace vybranych mocovych protein(l, vyjadiené jako
pomeér ke koncentraci kreatininu v moci (albumin k IgG
a albumin k A1m) formou indexU, grafd, eventuding ex-
pertnich systémd. Tento typ hodnoceni na podkladé
distribuci jejich exkreci umoznuje rozlisit glomerulopatii
primarni’ (glomerulonefritidy), glomerulopatii sekundar-
ni (nejGastgji pii diabetu a/nebo hypertenzi), pokrodi-
lé smiSené glomerulotubulami poSkozeni, intersticialni
poskozeni, Cisté poskozeni tubulll, pre- a postrenalni
proteinurii.

Selektivitu glomerularni proteinurie hodnoti pomeér
IgG k alouminu (index < 0,03 sveédCi pro selektivni, vys-
8 pro neselektivni proteinurii). Albumin, IgG a A1Tm by
meély tvorit alespon 60 % celkové patologické protei-
nurie, pfi jejich nizsim zastoupeni tzv. proteinovy gap
ukazuje na prerendlni proteinurii s pfitomnosti nejCastgji
volnych lehkych fetézcl imunoglobulind, eventuainé
myoglobinu, hemoglobinu. Stanoveni NAG v kombina-
ci s koncentraci albuminu v moci umozni rozliSit u tubu-
larniho poSkozeni, zda se jedna akutni nebo chronické
poskozeni tubuld.

Kvantitativni stanoveni jednotlivych protein( a jejich
vzdjemné zhodnoceni umoznuje diagnostiku patolo-
gického slozeni celkové proteinurie jesté v dobé, kdy
neprekracuje konsenzualni hodnotu 150 mg/24 h, mo-
nitorovani vyvoje postizeni v ¢ase i hodnoceni terapeu-
tické odezvy.

3. 6. Hodnoceni hematurie

Stanoveni typu hematurie, zejména rozliseni, zda
se jedna o hematurii glomerularni nebo neglomerulami,
pomaha lékari v diagnostice a diferencialni diagnostice
onemocnéni ledvin a/nebo vyvodnych mocovych cest
(napfr. glomeruléarni hematurie mdze podpofit diagndzu

glomerulonefritidy) nebo ho upozornit na eventudlni rizi-
ka (napf. neglomerularni hematurie u tubulointersticialni
nefropatie mize svéddit pro nador vychéazejici z moco-
vého urotelu).

Za tzv. zlaty standard bylo povazovano vySetre-
ni erytrocyti ve fazovém kontrastu svételného
mikroskopu. Pro glomerularni hematurii svédci nalez
80 a vice procent tzv. dysmorfnich erytrocytl a/nebo
5% akantocytd, eventualni erytrocytarnich valcd. Pro
neglomerularni hematurii svédci ndlez 80 a vice procent
eumorfnich erytrocytd. Hodnoceni vyzaduje zkuSenost,
je vzdy subjektivni a mezilaboratorni srovnatelnost vy-
sledkl je nizka. Nélez zavisi na kvalité moce, respek-
tive na jeji bunécnosti, je doporu¢eno hodnotit moc¢
do 15 min po mikci. Mezi jednoznacné glomerularnim
a neglomerularnim nalezem je Siroka Seda zona, ve
které mohou byt i klinicky zavazné ndlezy. Diagnostic-
ka senzitivita pro glomerularni hematurii je pfi vySetfeni
erytrocytll ve fazovém kontrastu uvadéna 53-74%, pfi
specificité 50-98 %.

Proteinové indexy mohou byt metodou volby.
Hodnoceni podle indext indikatorovych proteint
(albuminu, 19G, a1-mikroglobulinu, a2-makroglobuli-
nu) [Guder a Hofmann, 1993] umoznuje na podkladé
kombinace tii indext odliSit postrenaini typ hematurie
od rendlniho glomeruldrmiho a tubulointersticialnino
vCetné hodnoceni smiSenych hematurii, s diagnostic-
kou senzitivitou vySSi nez 90% (93-97%), pfi specifi-
cité 80-85% pro glomerularni hematurii. Hodnoceni
je limitovano koncentraci alouminu v modi alespon
100 mg/I. Pfi nizsi albuminurii mize byt metodou
volby tzv. albuminovy index, hodnotici koncentraci
albuminu v mocCi k celkové proteinurii [Ohisa et al.,
2007]. P¥i zvolené hodnoté cut-off umoznuje rozlisit
glomeruldrni typ hematurie (index > 0,59) od neglo-
merularniho typu (index < 0,59). U smiSenych hemat-
urii nebyva hodnoceni jednoznacné, je doporu¢ovano
opakované vySetreni (tab. 4). Diagnosticka senzitivita
pro glomerularmni hematurii je uvadéna rdznymi autory
v rozmezi 71-97 % pfi specificité 71-100 %.

Tab. 4. Hodnoceni typu hematurie podle indexc
indikatorovych proteint

Typ HU A2M/A | A1m/A IgG/A
Postrenalni > 0,02 < 0,1 > 0,2
Renalni

— glomerularni < 0,02 < 0,1 <0,2
— tubulointersticialni < 0,02 > 0,1 > 0,2
Smisena kombinace

[Guder a Hofmann, 1993]

4. Vyznam vySetieni proteinurie
u chronickych onemocnéni ledvin

Velikost proteinurie, respektive albuminurie, ma tés-
ny vztah K riziku rendlnimu (ij. riziku vyvoje selhani led-
vin) i kardiovaskularnimu (j. riziku kardiovaskularnich
komplikaci) [Ibsen et al., 2005]. Redukce proteinurie
léky inhibujicimi systém renin-angiotenzin-aldosteron
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snizuje u pacientd s chronickym onemocnénim led-
vin obé rizika, opakované vySetfovani proteinurie je
u téchto pacientt dllezité pro monitorovani efektu 16¢-
by a odhad prognézy a rychlosti vyvoje selhani ledvin
i rizika kardiovaskularnich komplikaci.

Tzv. mikroalouminurie ma vyznam pro v&asnou dia-
gnostiku poskozeni ledvin u nemocnych s diabetem
a arteridlni hypertenzi.

Nemocni s proteinurii vys$si nez 3,5 g/24 h (tzv. nef-
roticka proteinurie) jsou ohrozeni vznikem nefrotického
syndromu (s hypoproteinémii, hypoalouminémii, hyperli-
pidémil — zejména hypercholesterolémii, u t&zsich forem
i hypertriacylglycerolémii, tendenci k trombotickym kom-
plikacim) a otoky; dochazi také ke ztratam transportnich
plazmatickych bilkovin s klinickymi projevy. Hypoalbumi-
némie nekoreluje s velikosti albuminurie.

5. Prehled charakteru doporuéeni
o proteinurii u nemoci ledvin a diabetes
mellitus

Bylo stru¢né vyhodnoceno 10 doporuceni z USA,
Velké Britanie a Austrdlie.

Pouziti testovacich prouzk( ke sledovani celkové
proteinurie doporucuiji Styfi z nich, pouziti testovacich
prouzkl k detekci albuminu pouze jedno. Tri doporu-
¢eni jednoznacné preferuji stanoveni albuminu v modi
pfed stanovenim celkového proteinu. Sedm zbyvaji-
cich doporucuje alternativné hodnotit ACR nebo PCR,
z&dné z nich nedoporucuje hodnotit koncentraci albu-
minu/proteinu ve sbéru moci. Z uvedenych sedmi do-
poruceni vyzaduiji tfi z nich vySetfeni albuminu v modi
u diabetikd, zatimco u nefrotickych pacient( pripoustsij
alternativné ACR nebo PCR.

VSech deset doporuCeni navrhuje pouziti nahod-
nych vzorkd ranni (nejlépe prvni ranni) moce.

6. Doporuceni pro vySetreni proteinurie
tubularni a prerenalni

Metoda vysSetfeni proteinurie diagnostickymi prouz-
ky, zalozena na proteinové chybé acidobazického in-
dikatoru, ale i vétSina metod pro stanoveni proteinurie
na podkladé méreni zakalu po denaturaci proteind sta-
novuje hlavné albumin. Pfi tubularni a prerenaini pro-
teinurii je ndlez Casto negativni. Tubularni a prerenalni
proteinurie byvaji ¢asto kvantitativné nizké, i nizsi nez
150 mg/24 h (tedy v oblasti kvantitativné fyziologické
proteinurie), proto nebyvaji nékdy diagnostikovany.

PFi podezieni na prerenalni proteinurii je tfeba
podle klinického stavu hledat pfislusny protein (myo-
globin, hemoglobin — oba davaji pozitivni reakci na krev
pomoci diagnostického prouzku; volné lehké fetézce
imunoglobulinG — imunofixaéni elektroforézou v modi,
soucasneé v séru hledame M-protein a vySetfime pomér
volnych lehkych fetézcl kappa/lambda).

PFfi podezieni na tubularni proteinurii je tfeba
v modi kvantitativné stanovit néktery z tubularnich pro-
tein{, nejlépe a1-mikroglobulin.
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