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Kratak sadrZaj: Proteinurija dovodi do ostecenja Celija proksimalnih tubula bubrega. U radu je ispitano 50
bolesnika (24 muskaraca i 26 Zena), prosecne starosti 46,50 13,08 godina, sa prosecnim klirensom endogenog
kreatinina 87,29 31,17 mL/min. Zavisno od stepena glomerulske proteinurije ispitanici su podeljeni u tri grupe.
U prvoj grupi sa proteinurijom manjom od 0,3 g/24h bilo je 19 osoba (7 muskaraca i 12 Zena), prosecne starosti
45,12 13,28 godina, sa prosecnim klirensom endogenog kreatinina 94,27 34,70 mL/min. Druga grupa sa
proteinurijom od 0,3 3,0 g/24h imala je 18 bolesnika (8 muskaraca i 10 Zena), prose¢ne starosti 45,39 12,64
godina, sa prosecnim klirensom endogenog kreatinina 90,07 31,89 mL/min. Trecu grupu sa proteinurijom
ve¢om od 3,0 g/24h cinilo je 13 bolesnika (9 muskaraca i 4 Zene), prosecne starosti 50,08 13,73 godina, sa
prose¢nim klirensom endogenog kreatinina 73,25 20,44 mL/min. Za procenu oste¢enja tubula ispitivani su
enzimi alkalna fosfataza, gama-glutamil-transferaza i N-acetil-3-D-glukozaminidaza u urinu. Utvrdeno je da je N-

-transferaza je osetljiviji pokazatelj ostec¢enja tubula u odnosu na alkalnu fosfatazu.

Kljucne reci: proteinurija, ostecenje tubulointersticijuma, mokraéni enzimi.

Uvod

Proteini plazme koji se filtriraju kroz bazalnu
membranu glomerula reapsorbuju se u ¢elijama prok-
simalnih tubula procesom endocitoze (1, 2). Kada je
reapsorpcija proteina povecana i produzena menjaju
se funkcionalne moguénosti ¢elija proksimalnih tubu-
la (3 6). Proteine usisavaju vezikule, koje stvaraju hi-
droliticki aktivhe sekundarne lizozome (1, 2). Uveéanje
i prskanje lizozoma dovodi do oslobadanja enzima lizo-
zoma, koji deluju citotoksi¢no i prozapaljenski na ¢elije
proksimalnih tubula i intersticijum (3 7). Proizvodi raz-
gradnje se oslobadaju kroz bazalnu membranu ¢elija
proksimalnih tubula u krvotok, a nesvarljivi ostaci se
lu¢e u lumen tubula procesom egzocitoze zajedno s
lizozomalnim enzimima, ukljuc¢ujuéi N-acetil-3-D-
glukozaminidazu (3-NAG). Zbog toga se u definitivnoj
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mokradi u fizioloskim uslovima 3-NAG nalazi u kon-
centraciji od 5 U/g kreatinina (1, 2).

Merenje enzimurije u nefrologiji je koristan, nein-
vazivan test za procenu anatomskog integriteta tubu-
lointersticijuma (8, 9). lako je preko 50 enzima otkri-
veno u mokraci, samo nekoliko enzima je kori$¢eno za
dijagnostikovanje bolesti bubrega. Najvise su koris¢eni
B-NAG, enzim lizozoma ¢elija, i alkalna fosfataza (AP),
alanin-aminopeptidaza (AAP) i gama-glutamil-transfer-
aza (yGT), enzimi Cetkaste povrsine Celija proksimalnih
tubula (10 13).

Cilj ovog rada je bio da se ispita veza izmedu pro-
teinurije i kataliticke aktivnosti ispitivanih enzima u
mokraci, kao i da se utvrdi osetljivost bubreznih enzi-
ma za dijagnostikovanje ostecenja tubulointersticiju-
ma izazvanog proteinurijom.

Bolesnici i metode

Ispitano je 50 bolesnika lecenih u Institutu za
urologiju i nefrologiju Klinickog centra Srbije u Beo-
gradu od oktobra 1998. god. do oktobra 1999. god.,
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uz postovanje Helsinske deklaracije o medicinskim is-
traZivanjima i dobijenu saglasnost bolesnika.

Studija je ukljucila ispitanike sa klirensom endo-
genog kreatinina veéim od 50 mL/min, bez klini¢kih
znakova hipovolemije, i bez upotrebe diuretika tokom
sakupljanja mokrace. Pri svakom sakupljanju mokrace
iskljucena je mokrac¢na infekcija mikrobioloskim pre-
gledom uzorka mokrace.

U zavisnosti od stepena proteinurije bolesnici su
podeljeni u tri grupe: I grupu s proteinurijom manjom
od 0,3 g/24h, Il grupu s proteinurijiom od 0,3 3,0
g/24h i Ill grupu ispitanika s proteinurijom ve¢om od
3,0 g/24h (Tabela I).

Biohemijske analize radene su u Institutu za me-
dicinsku biohemiju KCS u Beogradu. Uzorci krvi i mo-
kra¢e uzimani su ujutru. Kreatinin u serumu i u uzorku
24h mokrace (sa deset puta veéim razblazenjem) od-
redivan je pomocu kolorimetrijskog testa, na aparatu
Monarch plus IL, Milan, Italy. Vrednosti uree dobije-
ne su potpunom enzimskom metodom (ureaza-gluta-
mat-dehidrogenaza) uz koris¢enje aparata kao za krea-
tinin. Proteinurija iz uzorka 24h mokracée odredivana je
kolorimetrijskim testom. Kataliticka aktivnost B-NAG-a
u uzorku 24h-mokraée odredivana je kolorimetrijskim
testom, a kataliticka aktivnost alkalne fosfataze i yGT u
uzorku 24h-mokrace odredivane su kolorimetrijskim
kinetickim testom.

Klirens supstance izracunat je pomoc¢u formule:
Cx = Ux - Vu
Px
supstance (mL/min), Ux  koncentracija ispitivane
supstance u 24h mokrac¢i (mmol/L), Vu zapremina
mokrace za 24h (L), a Px je koncentracija ispitivane
supstance u plazmi (mmol/L).

mL/min, gde je Cx Klirens ispitivane

Za statisticku analizu dobijenih podataka korisce-
ni su: Student-ov T-test, Mann Whitney-ev U-test. Prag
znacajnosti bila je verovatnoéa od 0,05 i 0,01.

Tabela | Opsti podaci o bolesnicima

Grupe
Opsti
podaci I Il 1
x SD x SD x SD
Broj (N) 19 18 13
Pol (m/Z) 7/12 8/10 9/4

Starost (god) |45,12 13,28 45,39 12,64 50,08 13,73
Cer (mL/min) | 94,27 34,70| 90,07 31,89 |73,25 20,44
8 / /
NH 7 7 1
GN 4 11 12

N

Osnovna
bubrezna
bolest

N  broj ispitanika, m muskarci, Z Zene, X srednja vrednost, SD
standardna devijacija, Ccr  klirens endogenog kreatinina, ZI  zdravi ispi-
tanici, NH hipertenzivna nefropatija, GN glomerulonefritis.

Rezultati

Da bi se procenilo funkcionalno stanje bubrega
ispitanicima su odredene vrednosti uree i kreatinina u
serumu, kao i klirens endogenog kreatinina. Svi ispiti-
vani bolesnici imali su koncentracije uree i kreatinina u
serumu u granicama normalnih vrednosti. Bolesnici sa
proteinurijom ve¢om od 3,0 g/24h imali su veée kon-
centracije uree i kreatinina u serumu u odnosu na bo-
lesnike sa proteinurijom manjom od 0,3 g/24h i boles-
nike sa proteinurijom od 0,3 3,0 g/24h, ali ta razlika
nije statisticki bila znacajna (p > 0,05). Statisticki zna-
cajne razlike izmedu ispitivanih grupa bolesnika nije
bilo ni u vrednostima klirensa endogenog kreatinina (p
> 0,05), mada su bolesnici s proteinurijom ve¢om
od 3,0 g/24h imali lako snizen klirens endogenog
kreatinina, a bolesnici u druge dve grupe normalan
klirens endogenog kreatinina (Tabela 1i).

Za procenu ocuvanosti anatomskog integriteta
tubulskih Celija ispitivana je kataliticka aktivnost enzi-
ma Cetkastog pokrova: alkalne fosfataze, y-glutamil-
transferaze, kao i B-NAG-a, lizozomalnih enzima pro-
ksimalnih tubula u mokradi.

Bolesnici s proteinurijiom ve¢om od 3,0 g/24h
imali su visoko statistic¢ki znacajno vecu kataliticku ak-
tivnost alkalne fosfataze u mokrac¢i u odnosu na bo-
lesnike s proteinurijom manjom od 0,3 g/24h (P, <
0,01). Statistic¢ki znacajne razlike u katalitickoj aktivno-
sti alkalne fosfataze u mokraci nije bilo izmedu boles-
nika s proteinurijom manjom od 0,3 g/24h i proteinu-
rijom od 0,3 3,0 g/24h (P, > 0,05). Statisticki zna-
¢ajna razlika u katalitickoj aktivnosti alkalne fosfataze u
mokradi nije nadena ni izmedu bolesnika s proteinuri-
jom od 0,3 3,0 g/24h i proteinurijom ve¢om od 3,0
g/24h (P > 0,05) (Tabela Ii).

Bolesnici s proteinurijiom ve¢om od 3,0 g/24h
imali su visoko statisticki znacajnu razliku u katalitickoj
aktivnosti y-glutamil-transferaze u mokraci u odnosu
na bolesnike s proteinurijom manjom od 0,3 g/24h
(P < 0,01). Statisticki znacajna razlika u katalitickoj
aktivnosti y-glutamil-transferaze u mokraci postojala je
izmedu bolesnika s proteinurijom manjom od 0,3 g/
24h i proteinurijom od 0,3 3,0 g/24h (P;; < 0,05).
Izmedu bolesnika s proteinurijom od 0,3 3,0 g/24h i
proteinurijom ve¢om od 3,0 g/24h nije nadena sta-
tisticki znacajna razlika (Py; > 0,05) (Tabela II).

Grupa bolesnika s proteinurijom ve¢om od 3,0
g/24h imala je visoko statisticki znacajno vecu katali-
ticku aktivnost B-NAG-a u mokraci u odnosu na grupu
bolesnika s proteinurijom manjom od 0,3 g/24h (P,
< 0,01), odnosno statisticki visoko znacajno vecu
kataliticku aktivnost B-NAG-a u odnosu na grupu
bolesnika s proteinurijom od 0,3 3,0 g/24h (P <
0,01). Izmedu grupe bolesnika s proteinurijom ma-
njom od 0,3 g/24h i grupe bolesnika s proteinurijom
od 0,3 3,0 g/24h takode je nadena visoko statisticki
znacajna razlika u katalitickoj aktivnosti f-NAG-a u
mokraci (P < 0,01) (Tabela II).
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Tabela Il  Prikaz ispitivanih parametara u zavisnosti od stepena proteinurije
Proteinurija (g/24h)
Ispitivani <03 () 0,3 3,0 (1) > 3,0 (Il
parametri — — —
x SD N x SD N x SD N
Urea (mmol/L) 6,01 1,81 19 6,33 3,16 18 6,69 2,44 13
Kreatinin (umol/L) 90,47 23,02 19 94,56 28,92 18 98,69 28,14 13
Cer (mL/min) 94,27 34,70 19 90,07 31,89 18 73,25 20,44 13
AP (U/mmol) 1,69 0,71 19 2,72 2,63 18 3,02 1,06** 13
v-GT (W/mmol) 2,81 1,40¢ 19 3,97 1,72 18 5,40 3,11%* 13
B-NAG (U/mmol) 0,24 0,16* 19 0,66 0,58%** 18 1,63 0,82%* 13
*PIL 1 <0,05 ¢ DI I <0,05 ¢ DIl I <0,05
Znacajnost ’ ’ ’
*P, 11 <001 ** P, 1 <001 %P, 11 <0,01
N broj bolesnika, X  srednja vrednost, SD  standardna devijacija, Ccr  klirens endogenog kreatinina, AP alkalna fosfataza, y-GT gama-glutamil-
transferaza, B-NAG N-acetil-B-D-glukozaminidaza

Diskusija

Dosadasnja ispitivanja su potvrdila pretpostavku
da bolesti koje primarno zahvataju glomerule pokre¢u
sekundarni proces koji zahvata tubulointersticijum i
dovodi do atrofije tubula, infiltracije intersticijuma mo-
nonuklearnim Celijama i oziljavanja intersticijuma (14
16). Ostecenje Celija tubula izazvano proteinurijom je
najznacajniji patogenetski mehanizam koji povezuje
ostecenje glomerula s infiltracijom intersticijuma mo-

nonuklearnim ¢elijama i oziljavanjem tubulointerstici-
juma (4, 15, 16).

U dijagnostici ostecenja tubulointersticijuma naj-
viSe su koris¢eni enzim lizozoma B-NAG, i enzimi Cet-
kaste povrsine Celija proksimalnih tubula alanin-ami-
no-peptidaza (AAP), alkalna fosfataza (AP) i y-glutamil-
-transferaza (yGT) (12). N-acetil-beta-D-glukozamini-
daza, enzim lizozoma ¢elija proksimalnih tubula, koristi
se kao pokazatelj tubulo-intersticijumskog osteéenja
1,2,8,9, 12).

Posto bolesnici s proteinurijom ve¢om od 3,0
g/24h imaju visoko statisticki znacajno vecu kataliticku
aktivnost 3-NAG-a u mokraci u odnosu na obe grupe
bolesnika sa manjom proteinurijom, a kataliticka aktiv-
nost 3-NAG-a u mokradi je visoko statisti¢ki znacajno
veca i kod bolesnika s proteinurijom od 0,3 3,0 g/24h
u odnosu na one s proteinurijom manjom od 0,3
kazatelj oSteéenja tubulointersticijuma izazvanog pro-
teinurijom. Ovakvi rezultati su u skladu sa dosadasnjim
ispitivanjima, koja su pokazala statisticki znacajnu po-
vezanost izmedu proteinurije i B-NAG-a.

Dokazana je jaka povezanost izmedu stepena
proteinurije i jacine izlucivanja B-NAG-a mokrac¢om
kod bolesnika s razli¢itim bolestima glomerula (11).
Povecano izlu¢ivanje B-NAG-a takode je dokazano kod
bolesnika s nefrotskim sindromom (11). Zna se da po-
vedan promet proteina kroz ¢elije proksimalnih tubula,
kao posledica proteinurije, dovodi do povecane aktiv-

nosti enzima lizozoma. Pretpostavlja se da masivna
proteinurija dovodi do curenja enzima lizozoma u cito-
plazmu ¢elija tubula. Posledi¢no ostecenje ¢elija tubu-
la moze stimulisati zapaljenje i oziljavanje intersticiju-
ma bubrega (4, 15, 16).

Alkalna fosfataza i y-glutamil-transferaza takode
su osetljivi indikatori bubreznog ostecenja (8, 9, 12).
Bolesnici s proteinurijom ve¢om od 3,0 g/24h imaju
visoko statisticki znacajno vecu kataliticku aktivnost
alkalne fosfataze i y-glutamil-transferaze u mokradi u
odnosu na bolesnike s proteinurijom manjom od 0,3
g/24h. Statisti¢ki znacajna razlika u katalitickoj aktiv-
nosti y-glutamil-transferaze u mokradi postoji i izmedu
bolesnika s proteinurijom manjom od 0,3 g/ 24h i pro-
teinurijom od 0,3 3,0 g/24h. To ukazuje da je y-glu-
tamil-transferaza u mokraci osetljiviji pokazatelj od
alkalne fosfataze. Ovakvi rezultati u skladu su sa dosa-
dasnjim ispitivanjima, koja su pokazala povisenu kata-
liticku aktivnost y-glutamil-transferaze u mokradi, cak i
u ranom stadijumu bolesti glomerula kod bolesnika s
proteinurijom (8, 9, 12).

Dalje ispitivanje povezanosti aktivnosti bolesti sa
histoloSkom nalazom, pogorsanjem bubrezne funkcije
i promenama mokraénog izlu¢ivanja enzima (na pri-
mer: AP, YGT i B-NAG-a) i niskomolekularnih proteina
(na primer: o.;-mikroglobulina) treba da omogudi utvr-
tubulointersticijuma, koji bi u rutinskom klinickom ra-
du omogucili rano utvrdivanje stepena ostecenja tubu-
lointersticijuma.

Zahvalnost: Rad je uraden u okviru Projekta 1260
koji finansira Ministarstvo za nauku tehnologije i razvoj
Republike Srbije.
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Radmila Obrenovi¢!, Dejan Petrovi¢2, Nada Majki¢-Singh!, Mileta Poskurica?, Biljana Stojimirovié¢3

!Institute of Medical Biochemistry, Clinical Center of Serbia, Belgrade
2Clinic of drology and Nephrology, Clinical Center »Kragujevac«, Kragujevac
3[nstitute of Urology and Nephrology, Clinical Center of Serbia, Belgrade, Yugoslavia

gy P gy g g

Summary: Proteinuria causes damage to proximal tubular cells. To investigate the influence of different le-
vels of glomerular proteinuria, we examined 50 patients (24 male and 26 female). Their creatinine clearance (Ccr)
was higher than 50 mL/min (87,29 31,17 mL/min). According to the proteinuria range level, patients were se-
parated in three groups. The first group, with proteinuria less than 0,3 g/24h, included 19 persons (7 man and
12 woman), mean age 45,12 13,28 years and mean Ccr 94,27 34,70 mL/min. Proteinuria 0,3 3,0 g/24h is the
second group characteristic. This group included 18 patients (8 male and 10 female), mean age 45,39 12,64
years, with mean 90,07 31,89 mL/min. Patients with proteinuria higher than 3,0 g/24h were members of third
group. Mean age 50,08 13,73 years and mean Ccr 73,25 20,44 mL/min are caracteristics of 13 members (9
male and 4 female) of the third group. Enzymes alkaline phosphatase (AP), y-glutamil transpherase (yGT) and N-
acetyl-3-D-glucosaminidase (3-NAG) were used as parameters of tubular damage. Gama-glutamil transpherase
is more sensitive parameter of tubular damage then alkaline phosphatase. N-acetyl-3-D-glucosaminidase is the

most sensitive parameter of tubular damage due to proteinuria.

Key words: proteinuria, tubular damage, urinary enzymes.
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