Proteinurie

Fyziologicky obsahuje moc velmi malé mnoZzstvi bilkovin, které neni detekovatelné zakladnimi srézecimi nebo
kolorimetrickymi technikami - mluvime o tzv. fyziologické proteinurii. Vyskytne-li se v moci bilkovin vétsi
mnozstvi, jde o proteinurii v uzsim slova smyslu.

Fyziologicka proteinurie

Zdravy dospély ¢lovék vylouci moci pri bézné fyzické aktivité obvykle asi 50-80 mg bilkovin, maximdlné 96
mg/m?2 (tj. asi 150 mg) za 24 hodin (,fyziologicka proteinurie”). Asi 40 % téchto bilkovin predstavuiji
plazmatické bilkoviny a zbyvajicich 60 % pripada na bilkoviny z ledvin (Tamm-Horsfallliv uromukoid) a z
vyvodnych cest mocovych (sekrecni IgA a blize nedefinované glykoproteiny a glykopeptidy).

Mnozstvi a slozeni bilkovin v moci zavisi na jejich filtraci sténou glomeruldrni membrany, na resorpci v tubularnich
bunikach a na renalni hemodynamice.

Za normalnich okolnosti zabrafiuje glomeruldrni membrana exkreci latek s molekulovou hmotnosti Mr > 60 000.

Pri glomerularni ultrafiltraci se uplatiuji dva podstatné faktory:

1. Mikroporézni struktura glomerularni bazdlni membrany brani priniku plazmatickych bilkovin o Mr
vétsi nez 100 000-150 000 (napr. IgG a IgA). Mluvime o selektivité podle velikosti.
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Glomeruldrni membrdana propousti plazmatické bilkoviny s malou molekulovou hmotnosti, které jsou pak
v proximalnich tubulech reabsorbovany a katabolizovany.

2. Elektrostaticka bariéra je ddna povrchem vSech strukturnich slozek glomerularni stény. Hydratované
polyanionické makromolekuly struktur glomeruldrni stény vykazuji prevazujici negativni naboj. Vétsina
plazmatickych bilkovin mé rovnéz negativni ndboj, ktery zplsobuje, Ze jsou odtlacovany. Timto mechanismem
je zabrarfiovano prostupu bilkovin i s molekulovou hmotnosti kolem 60 000-70 000 (napf. albumin a
transferin). Neutralni nebo dokonce pozitivné nabité molekuly prochdzeji glomeruldrnim filtrem mnohem
snadnéji. Jedna se o selektivitu podle naboje.
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Klasifikace proteinurii

Klasifikace proteinurii mé znac¢nou diagnostickou hodnotu. Proteinurie mizeme rozdélit do tfi zdkladnich skupin,
které se dale tridi:

» Prerenalni.
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Prerenalni proteinurie

Prerendlni proteinurie (proteinurie z ,pretékani”, overflow proteinurie) vznikd pri vysokych plazmatickych
koncentracich nizkomolekularnich bilkovin, které i za fyziologickych okolnosti mohou prochézet do ultrafiltratu.
Glomerularni permeabilita bilkovin nemusi byt porusena. Tubuladrni resorpce mdze byt rovnéz normalni, ale
vzhledem ke zvysené nalozi ¢ast bilkovin unikd do moci, protoze je prekrocena resorpcni kapacita proximalniho
tubulu.

Prerenalni proteinurie vznikd napf. pfi nadmérné intravaskularni hemolyze, kdy se v moci objevuje hemoglobin
(hemoglobinurie), nebo pri crush syndromu a rabdomyolyze v moci prokazujeme myoglobin (myoglobinurie).
Pritomnost lehkych rfetézcd imunoglobulint v modi (tzv. Bence-Jonesova bilkovina) svédc¢i o myelomu. Prerenalni
proteinurie ¢asto doprovazi zacatek nékterych akutnich zanétlivych a nekrotizujicich onemocnéni. Jsou
podminény vyluc¢ovanim tkanovych degradacnich produktd a v uréité mife i nékterych nizkomolekularnich bilkovin
akutni faze (napr. orosomukoid).

Renadlni proteinurie

Renalni proteinurii rozdélujeme podle postizené ¢asti nefronu na glomerularni, tubularni a smisenou.

Glomerularni proteinurie
je projevem zvysené propustnosti glomerularni stény pro bilkoviny. Pri selektivni glomerularni proteinurii, kdy
zanikd negativni ndboj glomeruldrni membrany, jsou ve zvySené mire do moce vylucovéany bilkoviny o stfedné
velkych molekuldch s Mr mezi 70 000-100 000 (zejména albumin a transferin), zatimco bilkoviny s vysokou
molekulovou hmotnosti jsou zadrZzovany. V moci prfevazuje albumin, ktery ma nejvyssi negativni naboj. Pfi
téZzsim poskozeni glomeruldrni membrdana ztraci schopnost rozliSovat pfi filtraci bilkoviny podle velikosti, do
moci pronikaji kromé bilkovin o stfednfi velikosti i proteiny o Mr nad 100 000 jako je napf. /gG. Hovofime o

neselektivni glomeruldrni proteinurii. Pri glomerularni proteinurii vétSinou denni ztraty bilkovin presahuji 2 g.

Tubularni proteinurie
je podminéna snizenou tubularni resorpci normalné profiltrovanych bilkovin. Je charakterizovdna zvySenym
vyluc¢ovanim nizkomolekularnich bilkovin (mikroproteind), které jsou za fyziologickych podminek v tubulech
resorbovany (B,-mikroglobulin, a1-mikroglobulin, volné lehké retézce imunoglobulind). Velmi ¢astou pric¢inou
je poskozeni tubulti nékterymi nefrotoxicky puisobicimi Iéky (cytostatika, nékterd antibiotika, fada
analgetik a protizanétlivych latek) nebo tézkymi kovy (Hg, Pb, Cd). Tubularni proteinurie mize doprovazet
nékteré prerenalni proteinurie (paraproteinurii, myoglobinurii), nebot dochazi ke kompetitivni relativni
nedostatec¢né tubularni resorpci ostatnich volné filtrovatelnych protein{. Ztraty protein pfi tubuldrni
proteinurii nebyvaji velké, obvykle 0,3-1,5 g/24 hodin.

Smisena proteinurie je kombinaci neselektivni glomerularni proteinurie a tubuldrni proteinurie. Byvéa projevem
zaniku vétsiny nefrond.

Postrenalni proteinurie

Postrenalni proteinurie vznika pri krvaceni, nadorech a zanétech vyvodnych cest mocovych, kdy dochazi k
primému priniku plazmy nebo exsudaci bilkovin do moci. Spolehlivé se identifikuje prikazem plazmatickych
makromolekuldrnich bilkovin o vysoké molekulové hmotnosti (a,-makroglobulin, IgM), které ani pfi neselektivni
proteinurii nepronikaji sténou glomeruldrni kapilary.
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Charakteristika jednotlivych typa proteinurii

Typ proteinurie Charakteristické bilkoviny v moci Poznamky
RENALNI

= albumin
Glomerularni » transferin
selektivni

= malé zvyseni albuminu v moci, tj. 30-300 mg/den je ¢asnou
laboratorni zndmkou poskozeni ledvin u diabetes mellitus

(Mr 70 000-100 000) nebo u hypertenze

= albumin
Glomerularnf . ItraAnsIfeGrln = plazmatické mikroproteiny nejsou zvysené
neselektivni * 9A 19

(Mr > 70 000)

= aj-mikroglobulin

= (>-mikroglobulin
Tubuldrni s lehké Fetézce Ig = celé spektrum mikroproteinl s Mr 10 000-70 000

(Mr 10 000-70000)

= albumin
Smisena (tj. : ItrznslfeArln = vSechny typy plazmatickych proteind, kromé nejvétsich
glomerulotubularni) 9%, 9 . bilkovin (ay-makroglobulin, IgM, LDL)
= op-mikroglobulin

= B,-mikroglobulin

= |ehké retézce Ig v monomerni nebo
dimerni formé —» monoklonalni gamapatie

P ) ) L ) rit t bilkovin, které | & alné
PRERENALNI = hemoglobin = intravaskularni hemolyza = pritomnost bilkovin, které se v plazmé normainé

= myoglobin = crush syndrom, nevyskytuji
rabdomyolyza
= hemoglobin
POSTRENALNi u v§ech[1y typy pI.azrpatlckych b||k0\(|r1, ] pru[uk E)Iazmy nebo exsudace bilkovin do vyvodnych cest
vCetné plazmatickych makroproteinl (ap- mocovych

makroglobulin, IgM)

Funkcni proteinurie

Funkéni (téz benigni) proteinurie je zvlastni formou glomeruldrni proteinurie. Vysvétluje se zménami pritoku krve
glomerulem. Setkavame se s ni po velké fyzické ndmaze, prochladnuti, pfi horeckach nebo méstnavém srdecnim
selhanitll, Ztraty bilkovin nepfesahuji 1 g/den. U nékterych mladistvych se objevuje proteinurie pouze ve vztyéené
poloze, tzv. posturdlni (ortostatickd) proteinurie, kterd byvéd vysvétlovdna vazokonstrikci pri bederni hyperlordéze a
je nej¢astdjsi pricinou proteinurie u détil?!. V tomto pfipadé mohou denni ztraty bilkovin pfesdhnout i 1 g. Vétsina
téchto proteinurii se spontdnné upravi po odeznéni vyvoldvajici priciny. Také v téhotenstvi se odpad bilkovin do
moci zvySuje na 200-300 mg/den.

Albuminurie

Mocové exkrece albuminu fyziologicky nepfesahuje 30 mg/24 hodin (tj. 20 pg/min nebo asi 15-20 mg/I)3l. B&Znymi
testy na proteinurii (pomoci diagnostickych prouzk, zkouskou s kyselinou sulfosalicylovou) vSak Ize prokazat
bilkovinu, az kdyz koncentrace albuminu pfesahne asi 150 mg/I, tj. kdyZ je prakticky 10x zvysenal*. Ztraty
mensich mnozstvi albouminu (30-300 mg/24 hod) jsou prokazatelné imunochemickymi metodami.

Ve starsi literature se pro malé ztraty albuminu, které jsou prokazatelné imunochemicky, ale nikoli béznymi testy na proteinurii, pouzival
termin mikroalbuminurie.

Screeningové vysetreni albuminurie je cenné zejména u pacient( trpicich diabetem mellitus 2. typu, aleiu
ostatnich poruch metabolismu glukdzy a u hypertonik(. Nalez malych mnoZstvi alouminu v moci je ¢asnou
znamkou komplikaci téchto onemocnéni, zejména diabetické ¢i hypertenzni nefropatie a vaskulopatie, a byva
dlvodem k zintenzivnéni IéCby.

Zvyseni albuminurie je velmi citlivym ukazatelem poskozeni glomeruldrniho aparatu. Je to ddno tim, Zze albumin v
malém mnozstvi prochazi glomeruldrni membranou i fyziologicky. Za normalnich okolnosti je ovsem témér zcela
resorbovan v proximalnich tubulech. Kapacita tubularni resorpce albuminu je vsak prakticky vy¢erpdna uz pfi
fyziologické filtraci alouminu; jakékoliv zvySeni koncentrace této bilkoviny v glomeruldrnim filtratu proto vede k
rychlému néarlistu koncentrace albuminu v definitivni mo¢it#!.
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Albuminurie
mg/24 hod ng/min mg/mmol kreatininu

norma <30 <20 <3,5
zvysSena albuminurie 30-300 20-200 |3,5-35
detekovatelna proteinurie |> 300 >200 |>35

Pro monitorovani progrese onemocnéni a fizeni [éCby je tfeba albuminurii kvantifikovat presnéji. Stanovuje se
albumin v moci sbirané pres noc a ztraty se prepocitdvaji na pug albuminu za minutu. Hodnoty mensi nez 100
1g/min obvykle odpovidaji reverzibilnimu poskozeni, které mize byt ovlivnéno peclivou kompenzaci diabetu a
arteriadIni hypertenzel3,

Jinou moznosti je stanoveni albuminu v prvnim vzorku ranni modi a vypocitani poméru albumin/kreatinin.
Fyziologicky se tento index pohybuje kolem 2,8-22,8 g albuminu na mol kreatininuf®!.

Aby mélo vySetreni alouminurie vypovédni hodnotu, je tfeba vyloudit uroinfekci.

Kvalitativni stanoveni bilkoviny v moci

K prikazu patologické proteinurie se pouzivaji diagnostické prouzky. V nékterych laboratorich se vysetreni
prouzkem kombinuje se zkouskou s kyselinou sulfosalicylovou.

Diagnostické prouzky

Princip stanoveni bilkovin v mo¢i pomoci diagnostickych prouzkl je
zalozen na tzv. bilkovinné chybé acidobazického indikatoru, napr.
tetrabromfenolové modri, etylesteru tetrabromfenolftaleinu ¢i 3°,3"°,5°,5
"’-tetrachlorfenol-3,4,5,6-tetrabromsulfoftaleinu. Jako kazdy acidobazicky
indikator tyto latky pfi urcitém pH méni svou barvu (chovaji se jako slabé
kyseliny, pricemz protonovana forma mé jiné zbarveni nez disociovand
forma): pfi pH nizSim nez 3,5 jsou zluté, pri vySSim pH jsou zelené az
modré. V reakéni zéné testovaciho prouzku je kromé indikatoru i pufr,
ktery udrzuje pH v rozmezi 3,0 az 3,5, indikator tedy ma Zlutou barvu.
Jsou-li ve vzorku bilkoviny, navazi se svymi aminoskupinami na indikator.
Tim ovsem zmeéni jeho vlastnosti - pfechodova oblast se posune smérem
ke kyselejsimu pH. Znamena to, Zze pfi uvedeném konstatnim pH mezi 3,0
az 3,5 bude mit indikdtor s navdzanou bilkovinou zelenou barvu, jako
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Intenzita zbarveni zavisi na koncentraci bilkoviny, kolisa od zelené az po Br

modrou a hodnoti se vizualné nebo instrumentalné. 37,3"",5,5" -tetrachlorfenol-3,4,5,6-
tetrabromsulfoftalein; v alkalickém prostredi

U vyrazné alkalickych moci (pH nad 8) nebo je-li mo¢ velmi nebo po navazani bilkoviny oznacena

koncentrovand, muUze test davat falesné pozitivni vysledky (dojde k hydroxylovéa skupina disociuje a barva

vycerpani pufru v reakéni zéné). V téchto pripadech moc okyselime slou¢eniny se zméni ze svétle Zluté na tmavé

nékolika kapkami zfedéné kyseliny octové na pH 5-6 a test opakujeme. zelenomodrou

FaleSnou pozitivitu mohou také zpUsobit vysoké koncentrace nékterych
ldtek s aminoskupinami (kontaminace odbérové nadoby nékterymi
dezinfekénimi prostredky), jez se na indikdtory vazi podobné jako bilkoviny.

Nevyhodou testovacich prouzki je jejich rozdilna citlivost vi¢i jednotlivym bilkovindm. Prouzky reaguji velmi dobre
s albuminem a jeho pritomnost indikuji v moci od 0,1 az 0,5 g/l. Podstatné nizsi citlivost vykazuji vaci globulinim,
glykoproteindm a Bence-Jonesové bilkoviné. Témito diagnostickymi prouzky nelze prokazat zvyseni albuminurie na
hodnoty do asi 200 mg/I, resp. denni ztraty albouminu v rozmezi 30 az 300 mg/24 hodin, které provazi zejména
casnéjsi faze nékterych nefropatii. Pro skrinink zvyseni albuminurie je mozno pouzit imunochemickych metod, napf.
specidlnich diagnostickych prouzkl zaloZzenych na imunochromatografickém principu nebo imunoturbidimetrie.

Zkouska s kyselinou sulfosalicylovou

Princip zkouSky spociva v denaturaci bilkoviny kyselinou
sulfosalicylovou, ktera se projevi vznikem opalescence az zakalu. COOH

Reakce je citliva, prokaze 0,1-0,2 g/l celkové proteinurie. Rozdily v detekci
jednotlivych bilkovin nejsou tak vyrazné jako u diagnostickych prouzka. OH
Kyselina sulfosalicylova srazi i globuliny.

Falesné pozitivni vysledky déva tato zkousSka pfi vylucovani nékterych
rentgen-kontrastnich latek, penicilinu, sulfonamidd, kyseliny salicylové a
antidiabetik.

Pro hodnoceni se pouziva semikvantitativni stupnice: HO3S

Kyselina sulfosalicylova
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Semikvantitativni hodnoceni zkousky s kyselinou sulfosalicylovoul®!

Nalez Hodnoceni Priblizna koncentrace bilkoviny v g/l
Opalescence stopy 0,05-0,1
Lehky zakal (prdhledny, Ize ¢ist podlozeny text) + 0,1-0,2
MIécny zékal (nepriihledny, bez viocek) ++ 0,5-1,0
Mlécny zdkal s tvorbou viocek +++ 2,0-5,0
Vloc¢kovita srazenina ++++ =>5,0

Kvantitativni stanoveni bilkovin v moci

Kvantitativni stanoveni bilkoviny v moci je metodicky pomérné obtizné. V klinicko-biochemické praxi praxi se pro
stanoveni proteinurie pouzivaji metody, které mizeme podle principu rozdélit do tri skupin:

1. metody zalozené na denaturaci s nadslednym turbidimetrickym stanovenim intenzity zakalu (napf.
metody s kyselinou trichloroctovou nebo kyselinou sulfosalicylovou);

2. kolorimetrické metody s nebo bez predchozi denaturace bilkovin (napf. biuretova reakce);

3. metody zalozené na vazbé barviv na bilkoviny (napr. metoda s Coomasie brilliant blue G 250 dle
Bradfordové, s pyrogalolovou Cerveni a dalsi).

Dnes se dava prednost technikam, které |ze automatizovat - turbidimetrii a barevné reakci s pyrogalolovou Cerveni.

Stanoveni proteinurie pomoci pyrogalolové cervené

74

Pyrogalolovéa ¢erven vytvari s molybdenanem rdzovy komplex s
absorpcnim maximem pri 470 nm. Po navazani bilkoviny na tento komplex
v kyselém prostiedi dojde k posunu absorpcniho maxima do oblasti 600
nm. Absorbance vzniklého komplexu cinidla s bilkovinou je v
koncentra¢nim rozmezi 0,06-2,0 g/l linedrné zavisla na koncentraci
bilkoviny ve vySetfovaném vzorku.

Hodnoceni velikosti proteinurie

Hodnoceni velikosti proteinurie

< 0,150 g/24 hod|fyziologicka proteinurie

< 19/24 hod maléd proteinurie (vétSinou tubuldrni)

Pyrogalolova cerven

1,0-3,5 g/24 hod | stfedni proteinurie
> 3,5 9/24 hod |velka proteinurie
> 10 g/24 hod proteinurie zpravidla spojena s tézkym nefrotickym syndromem

Typizace proteinurie

Pro stanoveni typu proteinurie je nutné znat spektrum proteind vylu¢ovanych modi. K tomu se pouzivaji
elektroforetické metody. Elektroforetické rozdéleni mocovych bilkovin podle jejich molekulové hmotnosti
umoznuje semikvantitativni hodnoceni jednotlivych diagnosticky vyznamnych protein( a klasifikaci proteinurii.
Metodou volby pro analyzu bilkovin v moci se postupné stala elektroforéza v agaréze nebo v polyakrylamidovém
gelu.

Aby se bilkoviny rozdélily podle velikosti (a nikoliv podle naboje), Ize pouzit polyakrylamidového gelu, jehoz hustota
se smérem od katody k anodé zvysuje (tj. postupné se zmensuji ,,oka” &i ,,péry“ v gelu). Malé molekuly v takovém
gelu doputuji dal nez velké molekuly.

Jinou, ¢astéji vyuzivanou moznosti, je oSetreni vzorku detergentem laurylsiranem sodnym (dodecylsiranem
sodnym - SDS), ktery bilkovinu ,,obklopi” a svym zdpornym nabojem nahradi jeji vlastni naboj. Vzniklé komplexy
maji priblizné stejny ndboj (presnéji: maji stejnou povrchovou hustotu ndboje). Provadi-li se pak elektroforéza v
pomérné hustém gelu, déli se v zavislosti na relativni molekulové hmotnosti: mensi molekuly putuji gelem
rychleji nez velké (technika molekulového sita). Nejrychleji se pohybuje B,-mikroglobulin, albumin lezi asi uprostred
délici drdhy; mezi startem a albuminem jsou lokalizovany bilkoviny o Mr vyssi nez 70 000.

Hodnoceni elektroforézy bilkovin v moci

U glomeruldrnich proteinurii nalézdme v elektroforeogramu proteiny mezi startem a albuminem vcetné (tj. Mr >
70 000).
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Bilkoviny pozorované u glomerularnich proteinurii

Mr
Albumin 68 000 selektivni| neselektivni
Transferin 77 000 selektivni| neselektivni
19G 150 000 neselektivni
IgA 160 000 neselektivni - ekl .pa
Haptoglobiny 85 000-1 000 000 neselektivni y
Tubularni proteinurie jsou charakterizované pritomnosti bilkovin mezi
albuminem a anodovym koncem elektroforeogramu (tj. Mr < 70 000). g
Amuman iy 68 B00) —- i g
o , . e eeren —QEEEN 1 3| iy
Bilkoviny pozorované u tubularnich “lEiE
. L. I o 180 00y N -1
proteinurii 1ok i iy — - i B
Mr MRty iy  —
B2>-mikroglobulin 11 800 - Ty i
Lysozym 15 000
Retinol véazajici protein (RBP) 21 000 Typizace proteinurie pomoci elektroforézy na
Volné lehké fetézce Ig 25 000 agarézovém gelu v pritomnosti SDS
a1-mikroglobulin 33 000

Dimer volnych lehkych fetézcl Ig|50 000
Albumin 68 000

Smisené proteinurie jsou charakterizovany pritomnosti bilkovin prokazovanych u glomerularnich i tubularnich
proteinurii, lokalizovanych katodovym i anodovym smérem od prouzku albuminu.

Pritomnost ay-makroglobulinu (Mr = 800 000) s ostatnim nalezem podobnym smiSené proteinurii svéd¢i pro
postrenalni proteinurii.

Odkazy

7 v

Souvisejici ¢clanky

Stanoveni bilkoviny v moci
Vysetrfeni moci

Hematurie

Glomerularni filtrace

Externi odkazy

= Doporucené postupy CLS JEP: Glomerularni proteinurie a hematurie (http://www.cls.cz/dokumenty2/postupy/t2
65.rtf)
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