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1. Souhrn

Vysetieni mocovych bilkovin stidle zlstavd jednim ze zdkladnich vySetfeni v nefrologii.
Nezastupitelné misto ma jak v casné diagnostice nemoci ledvin, tak v monitoraci jejich
aktivity, odpovédi na 1é¢bu a odhadu rizika vyvoje selhani ledvin i kardiovaskularniho rizika.
Soucasna diagnostika je zalozena na vySetfeni celkové bilkoviny a albuminu v moci, méné
Casto je vySetfovana mocova exkrece jednotlivych dalSich mocovych proteinti. V posledni
dobé se doporucuje stanovovat pomér bilkovina/kreatinin (PCR) nebo castéji
albumin/kreatinin (ACR) v ndhodnych vzorcich ranni moci (v prvnim rannim vzorku). Pro
v¢asné odhaleni pocinajiciho postizeni ledvin u diabetikd a hypertonikii ma vyznam stanoveni
mirn€ zvySené¢ho odpadu albuminu, tzv. mikroalbuminurie. Pro diagnostiku tubularni a
prerendlni proteinurie musi byt v moci kvantitativné stanoven vhodny mikroprotein, nejlépe
a;-mikroglobulin nebo cystatin C, nebo prokazan kvalitativné protein zpusobujici prerenalni
proteinurii — myoglobin, hemoglobin, volné lehké fetézce imunoglobulind.

2. Fyziologie vyluéovani bilkovin do moci

Glomerularni kapilarni sténa (zejména glomerularni bazalni membrana) efektivné brani
priniku bilkovin v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti (velikosti), naboji (usnadiiuje
vyluCovani kationickych a znesnadiuje vyluCovani anionickych bilkovin) a tvaru. Bilkoviny s
molekulovou hmotnosti vétsi nez albumin (69 kD, efektivni primér 3,6 nm) pronikaji do moci
velmi omezené, zatimco se snizujici se molekulovou hmotnosti a efektivnim primérem se
filtrace dané makromolekuly progresivné zvySuje (selektivita podle velikosti event. tvaru
molekuly).

Vzhledem k bohaté pfitomnosti proteoglykaniti (zejména heparansulfatu) v glomerularni
bazédlni membrané, které funguji jako polyanionty, pronikaji do moci nejsndze bilkoviny
s prevahou bazickych aminokyselin (chovaji se jako polykationty). VéEtSina plazmatickych
bilkovin (napt. albumin) se za fyziologického pH chova jako polyanionty.

Nizkomolekularni bilkoviny, které jsou volné filtrovany v glomerulech, jsou tucinné
resorbovany a nasledné katabolizovany v proximalnim tubulu a jejich koncentrace v moci
jsou minimalni. Zdravymi ledvinami pfi bézném pratoku krve 1,2 I/min protece cca 40 — 45
kg albuminu denné, z tohoto mnozstvi se do ultrafiltratu dostava asi 2 — 3 g albuminu; vétSina
profiltrovaného albuminu (99 %) je ale katabolizovana v tubulech, takze moci se fyziologicky
vylou¢i méné¢ nez 30 mg albuminu denné. Nejvyznamnéjsi soucésti tzv. fyziologické
proteinurie je tzv. Tamm-Horsfalliiv protein (uromodulin) — mukoprotein, ktery je
secernovan tubularnimi bunikami v tlusté ¢asti vzestupného raménka Henleho klicky (cca 30 —
50 mg/24 h). Dalsimi slozkami jsou albumin (do 10 mg/24 h), IgG a sekre¢ni IgA (do 10 —
15 mg/24 h) a volné lehké fetézce imunoglobulint (do 10 — 15 mg/24 h).

Pii bézné svalové aktivité¢ nepfesdhne fyziologickd proteinurie 50 — 80 mg/24 h, pfi vétsi
svalové aktivité, prolongované ortostdze a snizeném piijmu tekutin mize byt vyssi — horni
hranice fyziologické proteinurie je arbitrarn¢ definovana na 150 mg/24 h.



Podle poslednich praci je permeabilita glomeruldrni kapilarni stény podstatné vyssi, nez se
obecné predpokladd, a minimalni mnozstvi albuminu v moc¢i zdravych osob je zplsobeno
zejména jeho velmi efektivni tubularni resorpci.

3. Kiasifikace zvySeného vylucovani bilkovin do moci

Z hlediska etiologie Ize proteinurii délit do nékolika zakladnich skupin (Englis, 2007; Zabka,
2007):

a.

Funkéni proteinurie je prechodnd proteinurie, kterd se mize vyskytnout u osob se
této glomerularni proteinurie je pravdépodobné¢ hemodynamicky, je tedy nejspise
glomeruldrniho ptivodu. Hemodynamickou pfi¢inu mé ziejmé také tzv. ortostaticka
proteinurie, kterd se vyskytuje u asi 2 — 5 % mladych, jinak zdravych jedinci, Castéji
muzl, a je charakterizovdana malou proteinurii (zpravidla mensi nez 1 g/24 h) vstoje a
nezvysenou proteinurii vleze. Je-1i zvySena i proteinurie v no¢nim vzorku (tj. z doby, kdy
pacient lezel), je nutno vyloucit organické onemocnéni ledvin.

Prerendlni proteinurie je vyvoldna zvySenou plazmatickou koncentraci zejména
nizkomolekuldrnich, snadno filtrovatelnych proteini, jejichz filtrace ptekroci resorpcni
kapacitu proximalniho tubulu, napf. vylucovanim lehkych fetézcli imunoglobulinii u
nekterych monoklonédlnich gamapatii, myoglobinu u rhabdomyolyzy, hemoglobinu u
akutni hemolyzy, lyzozymu u nékterych typl leukémie €i ,-mikroglobulinu u nékterych
malignit (zejména hematologickych), také tkanovych katabolitdi, event. proteinti akutni
faze.

Glomerularni proteinurie muze byt zplsobena: a) ztratou negativniho néboje
glomeruldrni bazalni membrany (ztrata selektivity podle naboje); disledkem je zejména
albuminurie, jde tedy o tzv. selektivni proteinurii, typicky u tzv. nefrotického syndromu
s minimalnimi zménami glomerull; b) t€zSim poskozenim glomeruldrni membrany se
vznikem rozsahlejSich defektii, kterymi prochazeji 1 proteiny s velkou molekulovou
hmotnosti (ztrata selektivity podle velikosti), napt. IgG (tzv. neselektivni proteinurie).
Tubularni proteinurie vznikd a) pii porusené zpétné resorpci profiltrovanych
nizkomolekuldrnich ~ bilkovin v proximalnim  tubulu; mize byt projevem
tubulointersticialni nefropatie (naptf. pii pyelonefritid€), pii toxickém posSkozeni
(gentamicin, NSAID, rtut, kadmium), ischemii, metabolickych dysbalancich
(hypokalémie, hyperkalcémie, hyperurikémie) nebo jako soucast tzv. Fanconiho
syndromu napt. u mnohocetného myelomu, Wilsonovy choroby; b) funkcéni tubularni
proteinurie vznikd pii prekroCeni maximalni tubuldrni resorpcni kapacity bunck
proximalnich tubulG pii zvySené nabidce jinych resorbovatelnych bilkovin (nejcastéji
monoklondlnich lehkych fetézcli imunoglobulinti, event. myoglobinu ¢i hemoglobinu); ¢)
na podkladé metabolického poskozeni — hyperurikémie, hyperoxalurie, pfi obstrukéni
uropatii).

Postrenalni proteinurie je zpisobena sekreci bilkovin do mo¢i ve vyvodnych mocovych
cestach (krvaceni, zanét); typicka je pritomnost o,-makroglobulinu a IgM.

Artificidlni proteinurie je charakterizovana ptitomnosti cizorodé bilkoviny, kterou
z n¢jakého ditvodu pacient do moci pridal. Nejcastéji se jedna pro snadnou dostupnost o
vajecny bilek. Priikaz se provadi elektroforeticky, ptipadné imunochemicky.

Podle velikosti (ztrat bilkovin do moci 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).



4. Metody vySetieni proteinurie

4.1. Orientaéni vySetieni moci na bilkovinu testovacim prouzkem

Pro screening mohou byt pouzity orientaéni vySetieni proteinurie nebo albuminurie
pomoci testovacich prouzkii. Vzhledem k nizké senzitivité, nizké specifi¢nosti a nizké
negativni predikéni hodnoté se rutinni screeningové vysSetfovani proteinurie testovacimi
prouzky piestava v bézné populaci doporucovat (Lamb et al., 2009).

Pfi orientacnim vySetfeni proteinurie testovacimi prouzky detekujeme bilkovinu v moci
pouze, je-li jeji koncentrace vyssi nez 0,2 az 0,3 g/l, pricemz jsou vysledky velmi zavislé na
vyrobci diagnostického prouzku. Rozmezi 0 az 4+ pii kvalitativni analyze zhruba odpovida
rozmezi 0 az 5 g/l pfi analyze kvantitativni. Vysledky kvalitativniho stanoveni vysSetieni
testovacim prouzkem zavisi nejen na koncentraci proteinu, ale i na stupni zahus§téni moci,
zména z 4+ na 2+ tedy vibec nemusi znamenat pokles proteinurie, ale jen napt. zvyseny
ptijem tekutin a/nebo polyurii; vySetieni moci testovacim prouzkem se proto rozhodné nehodi
k monitorovani vyvoje proteinurie.

U pacientd s pozitivnim nalezem pii vySetfeni diagnostickym prouzkem (1+ a vice) ma byt
pfitomnost proteinurie potvrzena vySetienim kvantitativnim (stanovenim poméru
protein/kreatinin nebo albumin/kreatinin v moci).

4.2. VySetieni celkové bilkoviny/albuminu v moci

Pti detekci i monitorovani proteinurie je doporucovano jeji vySetieni ve vzorku (nejlépe
prvni ranni, pokud neni dostupna, i jin¢) nesbirané moci. Kvantitativni proteinurie je v tomto
piipad¢ vyjadifovana jako pomér protein/kreatinin v mo¢i (PCR - protein creatinine
ratio). Nocni nebo 24-hodinovy sbér se nedoporucuje. Protoze nejCastéjSimi pti¢inami
chronického onemocnéni ledvin u dospélych jsou diabetes mellitus, hypertenze a chronické
glomerulonefritidy, které jsou spojeny snékdy jen mirné¢ zvySenou exkreci albuminu, je
vhodnéjsi stanovovat misto koncentrace celkové bilkoviny albumin a vysledek vyjadiovat
jako pomér albumin/kreatinin v mo¢i (ACR - albumin creatinine ratio).

Diiraz kladeny na pouziti poméru celkova bilkovina nebo albumin/kreatinin v mo¢i ma
n¢kolik diivodul, zejména nepohodIlnost sbéru moci pro pacienta a nepiesnost sbéru moci.
Hodnota poméru albumin/kreatinin  ma nejvyssi vypovédni hodnotu a nejnizsi
intraindividudlni biologickou variabilitu.

Vzorek prvni ranni moci je nejvhodnéjsi, nebot’ v ném pomér albumin/kreatinin koreluje
s 24-hodinovym vylucovanim albuminu nejlépe. Pokud neni mozny prvni ranni vzorek, je
pouzitelny 1 jiny ndhodny vzorek nesbirané moci (Keane et al., 1999).

4.2.1. Preanalytické podminky

Pro rutinni méfeni proteinurie/albuminurie je nejvhodnéjsi skladovani vzorka pted analyzou
v lednici pfi 2 — 8 °C a temperovani vzorka pfed méfenim na pokojovou teplotu k odstranéni
pfipadnych precipitaci. Stabilita pfi této teplot¢ je minimaln€¢ 7 dni. Zamrazovani se
nedoporucuje, protoze neni dostatecné prostudovana piipadnad sorpce na stény odbérovych
zkumavek ani jiné ovlivilyjici faktory.

Vysetfeni proteinurie neni doporu¢eno v akutnim horeCnatém stavu (neni-li
ptedpokladano akutni onemocnéni ledvin), kratce po zvySené fyzické namaze, pii menses,
infekci vyvodnych mocovych cest. Pii vySetfeni mocovymi prouzky muze byt faleSné
pozitivni vysledek pii dehydrataci, hematurii, extrémn¢ alkalické moc¢i spH > 8, pfi
kontaminaci dezinfek¢nimi roztoky, naopak faleSné negativni vysledek pii vylucovani jinych
bilkovin nez albumin, které omezen¢ reaguji s testovacimi prouzky).



Kvalitativni vySetieni bilkoviny v moc¢i je doporuceno doplnit o zkousku 20 % kyselinou
sulfosalicylovou, kterd reaguje stejné¢ se vSemi vyluCovanymi proteiny. Pozitivni zkouSka
kyselinou sulfosalicylovou pfi negativni zkousce na pfitomnost bilkoviny mocovym
prouzkem ukazuje na pfitomnost jinych bilkovin (nejcastéji volnych lehkych fetézch
imunoglobulini nebo tubularnich proteint).

4.2.2. Rutinni metody stanoveni celkové bilkoviny v moci

wewvr

ktera méti vSechny mocové proteiny a glykoproteiny se srovnatelnou senzitivitou. Zasadni
nevyhodou této metody je jeji nizka citlivost pro koncentrace bézné nachdzené v moci a s tim
spojena nizkd presnost meéfeni. K automatizaci je nutné pouzit metody stanovujici
nefelometricky nebo turbidimetricky protein precipitovany kyselinou trichloroctovou nebo
benzethoniumchloridem nebo alternativné spektrofotometrické metody zalozené na barevnych
reakcich, zejména pak metodu s pyrogallolovou cerveni. Tyto metody detekuji se
srovnatelnou citlivosti albumin a imunoglobulin G, ale maji nizkou citlivost pro stanoveni
nckterych mocovych glykoproteinli, napt. Tamm-Horsfallova proteinu, a zejména volnych
lehkych fetézci imunoglobulinti. Reprodukovatelnost meéfeni v programech externiho
hodnoceni kvality se v ptipadé programu SEKK typicky pohybuje pro koncentraci 0,24 g/l
v intervalu 4 — 17 %; v programu NEQAS 5 — 14 % pro koncentraci 0,28 g/l a 3 — 10 % pro
koncentraci 1,45 g/l.

4.2.3. Rutinni metody stanoveni albuminu v mo¢i

Imunochemické metody (imunoturbidimetrie/imunonefelometrie) vykazuji mez detekce 2 az
10 mg/1 (pro srovnani: mez detekce celkového proteinu v moci pomoci stanoveni testovacimi
prouzky je asi 150 mg/l). Mezilaboratorni reprodukovatelnost (CVmezitab) v systémech EHK se
pohybovala v intervalu 5 % az 16,5 % pro koncentrace nizsi nez 30 mg/l a v intervalu 3,1 %
az 12,1 % pro koncentrace vyssi nez 30 mg/l albuminu.

Referencni material

V soucasné dob¢ neni k dispozici certifikovany referen¢ni materidl a neni uveden ani na
seznamu JCTLM. Rutinni pracovni kalibratory maji hodnoty odvozené srovnanim s fedénym
sérovym referencnim materidllem ERM DAA470. Zplsob fedéni pii prenosu hodnot neni
definovany, ani dokumentovany. Pracovni kalibratory obsahuji riznd mnoZzstvi interferujicich
polymerovanych albuminii.

Japonska spole¢nost klinické chemie a Japonské spolecnost pro standardy v klinické chemii
vyvinula prototyp certifikované¢ho referen¢niho materialu s matrici, tvofenou chloridem
sodnym, fosfaitovym pufrem a sacharosou a bez obsahu albuminovych polymerd.
Certifikovand hodnota byla pii absenci referen¢ni metody ustanovena mezilaboratornimi
pokusy s pouzitim rutinnich imunochemickych metod. Kontrolni materidl je postoupen
k schvaleni a uvedeni na seznam JCTLM. Referentni metoda pouzivand k odvozeni
navaznych hodnot albuminu v pracovnich kalibratorech bude pravdépodobné zaloZena na
principu tandemové hmotnostni spektrometrie LC/MS-MS (Shaikh A. et al., 2008).

HPLC metody poskytuji systematicky vys$si vysledky nez metody imunochemické. Pfi¢inou
je bud’ ¢astecné snizeni imunoreaktivity albuminu v moc¢i po exkreci anebo nespecificka eluce
albuminu ze separaéni kolony. Posledni vyzkumy nasvédcuji vySS$i spravnosti
imunochemického méfeni.



4.2.4. Zavéry

VysSetieni odpadii proteini moc¢i za 24 hod zlstavd vyznamnym zdkladnim parametrem
proteinurie. Pro zpiesnéni vySetfeni kvantitativni proteinurie/albuminurie se doporucuje
méteni poméru koncentrace celkové bilkoviny v moc¢i (PCR) nebo albuminu (ACR) a
kreatininu v mo¢i v prvnim rannim vzorku moci. Vhodné je vydavat vysledek v méfeni
mg/mmol (Miller et al., 2009). Pomér koncentrace albuminu a kreatininu v moc¢i nelze pouzit
pti koncentraci kreatininu v séru > 250 pmol/I.

Klasifikace proteinurie (upraveno dle Lamb, 2009)

Stav PCR (mg/mmol) ACR (mg/mmol)
. o, < 2,5 (muzi)
fyziologicky <15 <35 (seny)

. . 2,6 —29,9 (muzi)
mikroalbuminurie - 3,6 —29.9 (veny)
proteinurie 15-99 30—-69
tézka proteinurie > 100 >70

U pacientt s dvéma nebo vice pozitivnimi nalezy proteinurie pti kvantitativnim vySetfeni ma
byt diagnostikovéana perzistentni proteinurie a tito pacienti maji podstoupit dal$i vySetfeni (a
event. lécbu) chronického onemocnéni ledvin. Pfi monitorovani proteinurie maji byt
pouzivany kvantitativni metody.

4.3. VysSetieni mikroalbuminurie

Zvysené vylucovani albuminu moci, které neni detekovatelné¢ kvalitativnimi metodami
realizovanymi béZznymi testovacimi prouzky pro prukaz proteinti v moc€i, se oznacuje jako
mikroalbuminurie.

Mikroalbuminurii lze semikvantitativné detekovat specidlnimi testovacimi prouzky, které
maji diagnostickou senzitivitu cca 30 — 40 mg/l albuminu. Kvantitativné je méfena obvykle
imunonefelometricky nebo imunoturbidimetricky (Friedecky et al., 2006; Miller et al., 2009).

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
Sbér moci
20 — 199 pg/min

Preferovanym kritériem je hodnota ACR (mg/mmol kreatininu)

Hodnota cut-off pro ACR je prozatimni a bude velmi pravdépodobné uptfesiiovana
diferenciaci podle véku a pohlavi probandii. Hodnoty ptesahujici horni intervaly uvedenych
kritérii jsou jiz povazovany za proteinurii. Analyza vzorka s vysokou celkovou proteinurii je
zcela nevhodnd ke stanoveni mikroalbuminurie imunochemickymi metodami (nebezpeci
,,hook efektu®).



Me¢éteni koncentrace albuminu v moci je dilezit¢ u nemocnych s diabetem, s arterialni
hypertenzi a ICHS.

U diabetikit vykazuje vySetfeni mikroalbuminurie vyznamnou schopnost ¢asné predikce
diabetické nefropatie. Pacienti s diabetem by méli byt testovani na pfitomnost diabetického
onemocnéni ledvin jednou ro¢né. Screening by mél zacit u pacientl s diabetem 1. typu 5 let
po stanoveni diagn6zy diabetu a u pacientl s diabetem 2. typu ihned po stanoveni diagndzy.
Screening zahrnuje stanoveni poméru albumin/kreatinin v prvnim rannim vzorku moci.
Vysetfeni albuminu v moci sbirané 24 hodin se nedoporucuje, je vSak mozné vysSetfit
albuminurii ve vzorku moci sbiraném béhem klidu na lizku v noci; vysledek je pak vydavan v
pg/min. V praxi se vSak dava prednost vySetfeni v jednorazovém vzorku moci, vysledek se
vztahuje ke koncentraci kreatininu v moci (mg/mmol kreatininu). Vzhledem k vysoké
intraindividudlni variabilit¢ (az 30 %) by pro diagnézu mikroalbuminurie mély byt pozitivni
alespoil 2 ze 3 vzorkl moce vySetienych v pribchu 3 — 6 mésicl; vySetfeni by nemélo byt
provadéno pfi soucasné infekci mocovych cest, po zvysené fyzické ndmaze a pii menses.
Diabetické onemocnéni ledvin je pfitomno ve forme incipientni diabetické nefropatie vzdy,
je-li prokdzana mikroalbuminurie. ZlepSeni metabolické kompenzace diabetu, uspokojiva
korekce hypertenze a 1écba inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEI) vyrazné
snizuje riziko progrese postizeni ledvin. Pacienti s mikroalbuminurii (i nediabetici) maji
vyrazn¢ zvysSené kardiovaskularni riziko. Mikroalbuminurie je u téchto nemocnych ziejmé
markerem generalizované endotelové dysfunkce. V posledni dobé se ukazuje, ze zvySené
renalni i kardiovaskularni riziko maji i osoby s tzv. vysokou normdlni albuminurii.

Na jiné neZz diabetické onemocnéni ledvin by mélo byt pomysleno, pokud neni pfitomna
diabeticka retinopatie, je vyrazné¢ snizena nebo rychle klesajici glomerularni filtrace, rychle
roste proteinurie a/nebo se rozviji nefroticky syndrom, u refrakterni hypertenze,
patologického mocového sedimentu, pfi znamkéach systémového onemocnéni a pii poklesu
glomerularni filtrace o vice nez 30 % do 3 mésicti po zahajeni 1éby inhibitorem ACE.
Podrobngji viz spole¢né doporuéeni Ceské spole¢nosti klinické biochemie a Ceské
diabetologické spolecnosti ,,Diagnostika a sledovani diabetes mellitus*.

4.3.1. Preanalytické podminky

Albumin je v moci stabilni minimalné 1 tyden pfi teplot¢ 4 — 20 °C. Zatimco béhem
skladovani pti -20 °C lze pozorovat mirné snizovani koncentrace albuminu v moci, pti teploté
-70 °C a nizsi k poklesu koncentrace nedochdzi ani po 6 mésicich uskladnéni.

Koncentrace albuminu v moc¢i jsou ovliviiovany akutnimi chorobnymi stavy, infekci
mocovych cest, zvySenou fyzickou ndmahou, zvySenou koncentraci glukozy v krvi.

4.3.2. Rutinni metody stanoveni mikroalbuminurie

Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie jsou nejrozsifenéjsi metody; mohou vSak uréitym
zpusobem podhodnocovat vyslednou koncentraci albuminu v moc¢i vzhledem k fragmentaci
albuminu v mo¢i a ztraté ¢asti imunoreaktivity.

Pozadovana reprodukovatelnost méteni je CV < 15 %.

Akceptovatelné hodnoty bias musi byt zabezpe€eny realizaci navaznosti rutinni metody na
mezinarodni referen¢ni material CRM 470, tedy odvozenim hodnoty pracovniho kalibratoru
porovnanim s materialem CRM 470.

Mez detekce musi dosahovat minimalné hodnoty 20 mg/1 albuminu, nebo 1épe nizsi.

Pii pozitivit¢ celkového proteinu v moci diagnostickym prouzkem se stanoveni
mikroalbuminurie neprovadi (je pfekrocen pracovni rozsah méfeni).



4.4. Vysetieni dalSich proteini v moci

4.4.1. Kvantitativni analyza

Pro hodnoceni slozeni proteinurie je tfeba vySetfit i exkreci dalSich proteini v moci: o-
mikroglobulinu (dale jen alm), IgG, a;-makroglobulinu (A2M), event. transferinu, cystatinu
C, pro diferencidlni diagnostiku tubuldrniho poskozeni mize byt cennym i stanoveni N-
acetyl-B-D-glukosaminidazy (NAG) v moci.

Zatimco alm je mozné vySetfovat imunoturbidimetricky nebo imunonefelometricky, IgG,
transferin a A2M v moc¢i vzhledem k nizkym koncentracim pouze imunonefelometricky.
V moci jsou alm, IgG, transferin i A2M stabilni minimalné 1 tyden pfi teploté 2 — 8 °C, neni
doporuceno vzorky mrazit — po ndsledném rozmrazeni klesd koncentrace IgG v moci az
0 30 %. Stanoveni B-mikroglobulinu (b2m) v moci se nedoporucuje, nebot’ je nestabilni
v kyselém prostiedi.

Referen¢ni hodnoty:

alm: 2 — 12 mg/l, resp. < 14 mg/g kreatininu (1,58 mg/mmol kreatininu)

IgG: 2 — 10 mg/l, resp. < 10 mg/g kreatininu kreatininu (1,13 mg/mmol kreatininu)
transferin: 0,2 — 1,2 mg/l, resp. < 2 mg/g kreatininu kreatininu (0,23 mg/mmol kreatininu)
A2M: <7 mg/g kreatininu (0,79 mg/mol kreatininu)

cystatin C: < 0,30 mg/l, resp. < 100 mg/g kreatininu (< 11,3 mg/mmol/kreatininu)

NAG: < 0,105 pkat/l, resp. < 0,083 pkat/g kreatininu (< 9,4 nkat/mmol kreatininu)

4.4.2. Kvalitativni analyza

Kvalitativni pohled na proteinurii poskytuji elektroseparaéni techniky, vétSinou zalozené na
principu elektroforézy, event. v kombinaci s monoklondlnimi protildtkami. Poskytuji
informaci o pfitomnosti n¢kterych vylu¢ovanych proteinti — albuminu, transferinu, IgG, o;-
mikroglobulinu, hemoglobinu, event. monoklonalnich volnych lehkych fetézch
imunoglobulint (MFLC) — u mFLC v zavislosti na jejich koncentraci v séru, maximalni
kapacité tubuldrni resorpce a rendlnich funkcich (pozn.: negativni nalez v elektroforéze a
event. imunofixaci moce nevylucuje ptitomnost mFLC v séru nemocného). Umoziuji dale
diferencovat proteinurii na glomeruldrni, prerendlni, smiSenou glomerulo-tubularni, event.
tubularni. Tubulérni proteinurie vzhledem k fyzikélné-chemickému slozeni proteind (vétSinou
(zejména u prosté elektroforézy v agarézovém gelu) hire detekovatelné, resp. neumoziuji
jejich casnou diagnostiku. Kvalitativni stanoveni nezohledituje miru koncentrace moce;
hrani¢ni nalezy mohou byt u nékterych nemocnych s koncentrovanou moci falesné pozitivni,
naopak s velmi zfedénou moci falesné negativni. Hodnoceni selektivity je velmi orientacni,
zejména u hranic¢nich nalez.

Je mozné provadét elektroforézu moce v nativni nezahusténé moci (rozdéleni bilkovin podle
jejich néboje) po barveni gencidnovou violeti, elektroforézu mocovych proteind
v polyakrylamidovém gelu s pridavkem laurylsiranu sodného (sodium dodekasulfat,
SDS), tzv. SDS-PAGE (rozdéleni bilkovin podle jejich molekulové hmotnosti), v
agarozovém gelu s pridavkem SDS, event. na alkalicky pufrovaném agarézovém gelu
v kombinaci s monoklonalnimi protilitkami proti vybranym proteinim — b2m, alm,
albuminu, A2M, IgG, té¢Zkym fetézciim imunoglobulind a lehkym fetézcim imunoglobulint
(volnym i vazanym).

Stabilita moce pro vySetieni elektroforézy je minimalné 1 tyden pfi teploté¢ 2 — 8 °C, neni
doporuc¢eno vzorky mrazit.



Metodou budoucnosti by mohlo byt hodnoceni proteomu v moci, proteomika moce je
v soucasné dobé pfredmétem vyzkumu, zatim vysledky nejsou aplikovatelné v bézné praxi.

4.5. Hodnoceni proteinurie

Kvalitativni (elektroforetické) techniky hodnoti nalez na podkladé porovnani s typickymi
obrazy glomerularni selektivni a neselektivni, tubuldrni a glomerulotubuldrni proteinurie;
vyzaduji znacnou zkuSenost. Je doporuc¢ené hodnotit elektroforeticky néalez v kontextu
klinickém a spole¢né s dal§imi nalezy. U elektroforézy kombinované s monoklonalmimi
protilatkami jsou porovnavany prouzky s imunoprecipitity s odpovidajicimi abnormalnimi
frakcemi a typickymi nélezy.

Kvantitativni hodnoceni vychazi z teorie tzv. ,,indikatorovych proteini* (viz Hofmann et
al., 1993 — 2000). Indikatorové proteiny jsou bilkoviny o rizné velikosti molekuly, s riznym
chovanim v ledving, fyziologicky pfitomné v definitivni moc¢i ve velmi nizkych koncentracich
(mg/l); jsou-li hodnoceny jako celek, jejich zvySend exkrece moci ukazuje na urcity typ
onemocnéni ledvin a/nebo vyvodnych mocovych cest. Alfa;-mikroglobulin je ukazatelem
poskozeni tubulii a/nebo tubulointersticia ledviny, albumin je zdkladnim glomeruldrnim
ukazatelem, IgG je ukazatelem glomerularniho poskozeni, zanétlivé syntézy v intersticiu
ledviny nebo postrenalni proteinurie; jako doplinkovy ukazatel pro rozliSeni mirné
glomeruldrni a tubuldrni proteinurie slouzi transferin v moci. Alfa,-makroglobulin jako
postrenalni ukazatel je fakultativné vyuzivan pii hodnoceni hematurie.

Pii hodnoceni jsou vzdjemné porovnadvany koncentrace vybranych mocovych proteint,
vyjadiené jako pomér ke koncentraci kreatininu v moci (albumin k IgG a albumin k alm)
formou indexii, grafli, event. expertnich systému. Tento typ hodnoceni na podklad¢ distribuci
jejich exkreci umoznuje rozlisit glomerulopatii primarni (glomerulonefritidy), glomerulopatii
sekundarni (nejcastéji pii diabetu a/nebo hypertenzi), pokrocilé smisené glomerulotubularni
poskozeni, intersticialni poSkozeni, €isté poskozeni tubuld, pre- a postrendlni proteinurii.
Selektivitu glomerularni proteinurie hodnoti pomér IgG k albuminu (index < 0,03 svéd¢i pro
selektivni, vyssi pro neselektivni proteinurii). Albumin, IgG a alm by mély tvofit alespon 60
% celkové patologické proteinurie, pfi jejich niz§im zastoupeni tzv. proteinovy gap ukazuje
na prerenalni proteinurii s pfitomnosti nejcastéji volnych lehkych fetézcli imunoglobuling,
event. myoglobinu, hemoglobinu. Stanoveni NAG v kombinaci s koncentraci albuminu
v mo¢i umozni rozliSit u tubuldrniho poskozeni, zda se jedna akutni nebo chronické poSkozeni
tubuld.

Kvantitativni stanoveni jednotlivych proteini a jejich vzajemné zhodnoceni umoziuje
diagnostiku patologického slozeni celkové proteinurie jest¢ v dobé, kdy neptekracuje
konsenzualni hodnotu 150 mg/24 h, monitorovani vyvoje postizeni v ¢ase 1 hodnoceni
terapeutické odezvy.

4.6. Hodnoceni hematurie

Stanoveni typu hematurie, zejména rozliSeni, zda se jedna o hematurii glomerularni nebo
neglomerularni, poméaha lékati v diagnostice a diferencialni diagnostice onemocnéni ledvin
a/nebo vyvodnych mocovych cest (napt. glomerularni hematurie mize podpofit diagnézu
glomerulonefritidy) nebo ho upozornit na event. rizika (napf. neglomerularni hematurie u
tubulointersticialni nefropatie mize svéd¢it pro nddor vychazejici z mocového urotelu).

Jako tzv. ,zlaty standard“ bylo povaZovano vySetfeni erytrocytii ve fizovém kontrastu
svételného mikroskopu. Pro glomerularni hematurii svédéi ndlez 80 a vice % tzv.
dysmorfnich erytrocytd a/nebo 5 % akantocyti, event. erytrocytarnich valcid. Pro
neglomerularni hematurii svéd¢i ndlez 80 a vice % eumorfnich erytrocytd. Hodnoceni
vyzaduje zkuSenost, je vZdy subjektivni a mezilaboratorni srovnatelnost vysledkl je nizka.



Nalez zavisi na kvalité¢ moce, resp. jeji bunécnosti, je doporuceno hodnotit mo¢ do 15 min po
mikci. Mezi jednoznaéné glomerularnim a neglomeruldrnim nélezem je Siroké Seda zona, ve
které mohou byt i klinicky zavazné nalezy. Diagnostickd senzitivita pro glomerularni
hematurii je pii vySetfeni erytrocyti ve fdzovém kontrastu uvddéna 53 — 74 % pfi
specifi¢nosti 50 — 98 %.

Proteinové indexy mohou byt metodou volby. Hodnoceni podle indexii indikatorovych
proteini (albuminu, IgG, a;-mikroglobulinu, a,-makroglobulinu) (Guder a Hofmann, 1993)
umoznuje na podkladé¢ kombinace tii indexti odli$it postrenalni typ hematurie od renélniho
glomeruldrniho a  tubulointersticialniho, v€etn¢ hodnoceni smisenych hematurii,
s diagnostickou senzitivitou vys$i nez 90 % (93 — 97 %) pii specificnosti 80 — 85 % pro
glomeruldrni hematurii. Hodnoceni je limitovano koncentraci albuminu v moci alespoit 100
mg/l. Pfi niz8i albuminurii mize byt metodou volby tzv. albuminovy index, hodnotici
koncentraci albuminu v mo¢i k celkové proteinurii (Ohisa et al., 2007). Pfi zvolené hodnoté
cut-off umoziuje rozlisit glomerularni typ hematurie (index > 0,59) od neglomerularniho typu
(index < 0,59). U smiSenych hematurii nebyvd hodnoceni jednozna¢né, je doporucovano
opakované vySetfeni. Diagnosticka senzitivita pro glomerularni hematurii je uvadéna riznymi
autory v rozmezi 71 — 97 % pfi specificnosti 71 — 100 %.

Hodnoceni typu hematurie podle indexii indikatorovych proteini (Guder a Hofmann,
1993)

Typ HU A2M/A alm/A IgG/A
postrendlni > 0,02 <0,1 > 0,2
renalni < 0,02 <0,1 <0,2
- glomeruldrni

- tubulointersticialni <0,02 > 0,1 > 0,2
smiSena kombinace

5. Vyznam vySeti'eni proteinurie u chronickych onemocnéni ledvin

Velikost proteinurie resp. albuminurie ma tésny vztah k riziku rendlnimu (tj. riziku vyvoje
selhani ledvin) 1 kardiovaskularnimu (tj. riziku kardiovaskularnich komplikaci) (Ibsen et al.,
2005). Redukce proteinurie 1éky inhibujicimi systém renin-angiotenzin-aldosteron sniZuje u
pacientli s chronickym onemocnénim ledvin obé¢ rizika, opakované vySetfovani proteinurie je
u téchto pacientt diilezité pro monitorovani efektu 1écby a odhad prognézy a rychlosti vyvoje
selhani ledvin i rizika kardiovaskularnich komplikaci.

Tzv. mikroalbuminurie mé vyznam pro v¢€asnou diagnostiku poSkozeni ledvin u nemocnych
s diabetem a arteridlni hypertenzi.

Nemocni s proteinurii vyssi nez 3,5 g/24 h (tzv. nefroticka proteinurie) jsou ohrozeni
vznikem nefrotického syndromu (s hypoproteinémii, hypoalbuminémii, hyperlipidémii —
zejm. hypercholesterolémii, u t&€zSich forem 1 hypertriacylglycerolémii, tendenci
k trombotickym komplikacim) a otoky; dochézi také ke ztratdm transportnich plazmatickych
bilkovin s klinickymi projevy. Hypoalbuminémie nekoreluje s velikosti albuminurie.



6. Pirehled charakteru doporuceni o proteinurii u nemoci ledvin a diabetu mellitu

Bylo stru¢né vyhodnoceno 10 doporu€eni z USA, Velké Britanie a Australie.

Pouziti testovacich prouzku k sledovéani celkové proteinurie doporucuji ¢tyfi z nich, pouziti
testovacich prouzkii k detekci albuminu pouze jedno. Tti doporuceni jednoznaéné preferuji
stanoveni albuminu v mo¢i pfed stanovenim celkového proteinu. Sedm zbyvajicich
doporucuje alternativné hodnotit ACR nebo PCR, Z4dné znich nedoporucuje hodnotit
koncentraci albuminu/proteinu ve sbéru moci. Z uvedenych sedmi doporuceni vyzaduji tfi z
nich vySetfeni albuminu v mo¢i u diabetikli, zatimco u nefrotickych pacienti ptipousteji
alternativné¢ ACR nebo PCR.

Vsech deset doporuceni navrhuje pouziti ndhodnych vzorki ranni (nejlépe prvni ranni) moce.

7. Doporuceni pro vySetieni proteinurie tubuldrni a prerenalni

Metoda vySetfeni proteinurie diagnostickymi prouzky, zaloZzend na proteinové chybé
acidobazického indikatoru, ale i vétSina metod pro stanoveni proteinurie na podkladé méteni
zéakalu po denaturaci proteind stanovuje hlavné albumin. Pfi tubularni a prerenalni proteinurii
je nalez Casto negativni. Tubularni a prerendlni proteinurie byvaji ¢asto kvantitativné nizké, 1
nizsi nez 150 mg/24 h (tedy v oblasti kvantitativné fyziologické proteinurie), proto nebyvaji
nekdy diagnostikovany.

Pii podezieni na prerenalni proteinurii je tieba podle klinického stavu hledat piislusny
protein (myoglobin, hemoglobin — oba davaji pozitivni reakci na krev pomoci diagnostického
prouzku; volné lehké fetézce imunoglobulinl — imunofixaéni elektroforézou v moci, souc¢asné
v séru hleddme M-protein a vySetiime pomér volnych lehkych fetézcti kappa/lambda).

Pii podezieni na tubularni proteinurii je tfeba v moci kvantitativné stanovit néktery
z tubularnich proteind, nejlépe a;-mikroglobulin nebo cystatin C.
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Obr. 1. Diagnosticky postup u proteinurie (PU)

Pozitivni proteinurie pii vySetfeni testovacim prouzkem *
(nebo pozitivni vysledek zkousky kyselinou sulfosalicylovou)

kvantitativni PU > 2 g/24 h kvantitativni PU <2 g/24 h
a/nebo glomerularni hematurie

,

\glomerulérni proteinurie\ glomerularni, tubularni, postrenalni nebo prerenalni PU

\/

elektroforéza moci
nebo vysetieni proteind v moc¢i kvantitativné

/lw

albumin lehké fetézce Ig al
myoglobin
hemoglobin
glomerularni glomerularni l v
selektivni PU neselektivni PU  prerendlni PU tubularni PU postrenalni PU
\ / v
daldi vySetieni zaméfena na pro stanoveni dalsi vySetieni dalsi
uréeni typu glomerulopatie pficiny dalsi pro stanoveni vySetieni
(imunologické vySetient, vysetieni pficiny: (napf.
event. histologické z renélni (napf. mFLC (medikace, sono urologické)
biopsie) + klinicky podtext v séru, CK aj.) ledvin, metabol.
(DM, hypertenze, rodinna a vySetieni — litidza
osobni anamnéza) - funkéni PU
- poskoz. tubull
- intersticidlni
nefropatie
- sekundarni
(pti pokrocilé
glomerulopatii)

* nékteré stavy pii prerendlni nebo tubularni proteinurii nemusi byt zachyceny testovacim
prouzkem
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