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Albumin v mo¢€i — je nutna zasadni zména metody stanoveni?
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SOUHRN

Méfeni albuminu v moci, zasadné dlilezité zejména v diagnostice komplikaci diabetu, se nachazi ve stavu vyznam-
nych zmén. Jejich pfi¢inou je zjisténi, ze ¢ast albunimu ztraci pfi prichodu ledvinnymi tubuly imunoreaktivitu nasled-
kem proteolyzy a s ni souvisejici zménou konformace albuminovych molekul. Nasledkem toho doposud obecné pouzi-
vané imunochemické metody poskytuji s velkou pravdépodobnosti nespravné nizké vysledky. Snizeni vysledku je
pfitom podstatné vyraznéjsi u diabetikl nez u osob bez diagnostikovaného diabetu. Toto stru¢né sdéleni shrnuje
mozné priciny jevu a uvadi moznosti feSeni. Tim je patrné zavedeni separacnich metod a nasledné vytvareni refe-
ren¢niho systému, zejména certifikovanych referenénich materialti a ustanoveni novych hodnot referenénich interval(l.
Uvadime i alternativni ndzory, které spatfuji pficinu pozorovanych jevl spiSe v nedokonalosti pouzité HPLC metody
nez ve zménach konformace a imunoreaktivity. V kazdém pfipadé Ize oCekavat pfi méreni albuminu v moci fadu zmén,
studii a novych poznatku.
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SUMMARY

Friedecky B, Palicka V.: Urinary albumin: Change in measurement?

Urinary albumin measurement is very important laboratory examination, namely for diagnosis of renal complications in
diabetes mellitus. The methods of measurement of urinary albumin are at present under intensive development and
revision. Many recent communications describe that urinary albumin loses after passage through kidneys the part of its
immunoreactivity. This should be the reason of obtaining the falsely lower results of urinary albumin obtained by
immunochemical methods in comparison with HPLC. The decrease of immunochemical results is bigger in diabetic
patients than in non diabetic subjects. Our brief communication deals with possible reasons of this phenomenon and
also with its consequences for diagnosis. This problem can be resolved by introduction of new separation methodology
instead of immunochemistry. Then will follow creating the certified reference materials and establishing the new refe-
rence values. We also introduce alternative approach to the explanation of urinary albumin problem, based on the non-

-specificity of HPLC method.
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V letech 2000 a 2002 [1, 2] publikovali australsti au-
tofi sdéleni, ktera by mohla od zakladu zménit pohled
na vysledky méreni albuminu v moci diabetikd. Podsta-
tou sdéleni byl fakt, ze urcity podil albuminu pfi pricho-
du rendlnimi proximalnimi tubuly je proteolyticky $tépen
na nékolik fragment( o relativni molekulové hmotnosti
500-15 000, zatimco intaktni albumin vykazuje moleku-
lovou hmotnost 66 500. Za $tépeni odpovidaji lyzozo-
malni proteolytické enzymy. Tyto fragmenty nevykazuji
vzdy stejnou imunoreaktivitu. Fragmenty mo¢ového albu-
minu byly pozorovany uz v roce 1995 japonskymi auto-
ry pomoci Western blottingu [3]. U zdravych lidi se pred-
poklada, ze peptidy odvozené od albuminu mohou tvorit
i vice nez 90 % celkového mnozstvi albuminu v modi;
intaktni molekuly albuminu pak méné nez 10 %. Zajima-
vé je, ze zatimco u nediabetikll nebyly mezi HPLC a imu-
nochemickymi metodami zjistény vyznamné rozdily,
u diabetikl bylo zjisténo, ze 33 % ze souboru 97 paci-
entd vykazovalo normalni hodnoty albuminu v moc¢i me-
todou RIA, ale zvySené hodnoty metodou HPLC [4]. To
znamena, ze fragmentace albuminu a nasledny vyskyt
imunochemicky nereaktivniho albuminu se vyskytuje vy-
znamné Castéji u diabetik(l, nez u nediabetikd. Comper
et al. tvrdi, Ze detekce zvySenych hladin imunochemicky
nereaktivniho albuminu v mo¢i metodou HPLC umozni
diagnostikovat diabetickou nefropatii v praméru o 3,9 roku
dfive u diabetu I. typu a 0 2,4 roku u diabetu II. typu [5].

autort fakt, Ze pfitomnost fragmentli méni konformaci
urcité ¢asti albuminu, ktera ztraci imunoreaktivitu, i kdyz
velikost molekuly zlistava nezménéna (,nhicked albumin®).
Konkrétné by mélo dochazet ke ztraté ¢asti disulfido-
vych mustkd. Vysledkem je, Ze metodou HPLC se v fa-
dé vzork( moci naméri vyznamné vyssi hodnoty albu-
minu nez metodami, které jsou zaloZzené na imunoche-
mické detekci a nemusi tedy zachytit vSechny soucasti
toho, co oznacujeme jako ,albumin v mogi“. V roce 2004
charakterizovali Osicka (podle kfestniho jména Tanya
jde patrné o damu) a Comper imunochemicky nereaktivni
albumin v mocich diabetikd elektroforetickou metodou
PAGE v kombinaci s HPLC a patrné experimentalné pro-
kazali, ze metodou HPLC se skute¢né stanovuje smés
imunoreaktivni a neimunoreaktivni formy albuminu, za-
timco metoda RIA stanovuje jen imunoreaktivni podil [6].
Metodami ELISA, PAGE a CE (kapilarni elektroforéza)
stanovili, ze pfipadna kontaminace frakce albuminu pfi
metodé HPLC jinymi proteiny, pfitomnymi v moci, je men-
8i nez 1%. Vyznamnou skutec€nosti je rovnéz to, ze
vSechny dosud pouzivané protilatky pro imunochemickou
detekci albuminu v modi jsou vyrabény proti albuminu
sérovému a ne mocovému.

Situace se zdala byt jasna, avSak zcela recentné
byla publikovana dalSi prace o stanoveni albuminu v mo-
¢i metodou HPLC, jejiz autofi dosli k diametralné odlis-
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nym zavérim [7]. Podle nich nepusobi zvy$ené hodno-
ty albuminu ziskané metodou HPLC ve srovnani's imu-
nochemickymi metodami imunochemicky nereaktivni
podil albuminu, ale koeluce nékterych mocovych pro-
tein(l z kolony. Konkrétné maji v podezfeni orosomu-
koid, transferrin a inhibitor proteinaz alfa 1. Metoda

HPLC neni tedy podle nich schopna rozlisit albumin od

nékterych jinych moc¢ovych proteint a poskytuje fales-

né zvySené vysledky.

Jak je tomu doopravdy, zatim nevime. Pro Austra-
lany a jejich imunochemicky nereaktivni albumin svéd-
¢i nékolik zavaznych faktl(. Vysledky, dosazené po-
moci elektroforézy PAGE [6], korelovaly mnohem tés-
néji s metodou HPLC nez s imunochemickym meérfe-
nim. Studie dalSich autor(, provedené s pouzitim vel-
kych souboru pacientd, potvrdily vy$si hodnoty albu-
minu stanovené metodou HPLC ve srovnani s imuno-
chemickymi metodami [8, 9]. Zavéry Sviridova et al.
existenci imunochemicky nereaktivniho albuminu se
zmeénénou (nicked) konformaci silné zpochybriuji.V kaz-
dém pfipadé je prace Sviridova et al. cenna tim, ze
pfistupuji v pfipadé albuminu k ponékud mytizované
metodé HPLC s opatrnosti a kritiénosti a zkouseji, zda
i ona nema slabiny.

Peters ve svych dvou editorialech, vénovanych pro-
blému méfeni albuminu v mogi [10, 11], utilitaristicky
uzavira, ze prioritnim cilem je provéfit, zda pouzivané
metody méfi skutec¢né spravné celkovy albumin v mo-
¢i, a nabidnout takové metody praxi. Vyzkum fragmen-
tace albuminu a ztraty jeho imunoreaktivity je velmi dd-
lezity, ale podle néj pro péci o diabetiky ve druhém sle-
du. Je signifikantni, Ze pracovni skupina pro standardi-
zaci méreni albuminu v modi, ustavena IFCC, si jako
a) definovat albumin v moci (!);

b) zjistit, zda se [liSi formy albuminu v mod¢i pfi riz-
nych klinickych stavech — diabetu, kardiovasku-
larnich chorobéach, hypertenzi atd.;

c) chemickou a imunochemickou definici albuminu
v moci;

d) navrh doporuc¢eného analytického postupu.

Co by mélo nasledovat, pokud se teorie o ztrate ¢asti
imunoreaktivity albuminu v mo¢i nezvratné potvrdi?
Pravdépodobné nahrada imunochemickych metod jiny-
mi — separa¢nimi. Metoda HPLC, s jejiz pomoci byla
cela kauza oteviena, nepfichazi pro rutinni analyzu
v Uvahu. Jako mozné optimalni feSeni se jevi eklektro-
foréza, pfedevsim elektroforéza kapilarni. Nasledovaly
by dalsi standardni kroky: tvorba referenéniho materia-
lu, stanoveni novych referencnich intervald. V kazdém
pfipadé jde o zcela novy a vzruSujici problém labora-
torni mediciny.
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