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This article aims at the presentation of podocyturia, a reliable marker of kidney
diseases, that is increasingly applied to kidney diseases diagnosis, also in
veterinary medicine. Podocytes are highly specialized epithelial cells of the
visceral glomerular capsule. They are essential in selective plasma filtration
and the formation of primary urine. The presence of an increased number of
podocytes in the urine, podocyturia, may be used as a diagnostic tool for early
diagnosis of renal corpuscles injury (glomerulopathy). This study presents
methods for determining podocytes in urine for diagnostic purposes. The
detection of podocyturia is possible due to the detection of proteins associated
with podocytes, such as nephrin, podocalyxin, synaptopodin, Wilms tumor
protein, glomerular epithelial protein 1, alpha actinin-4 and podocin. According
to the current literature, canine podocin can be successfully detected using
a commercial ELISA test (MyBioSource, San Diego, California USA). The
podocin to creatinine ratio in urine (UPoC), is a reliable marker of the degree of
glomerular injury that takes also into account the degree of urine concentration.
Podocyturia has been demonstrated to precede proteinuria, showing that the
clinical management of proteinuria cannot be considered an early intervention.
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Nerki sa narzadem, ktory posiada ogromne rezerwy
czynno$ciowe, co sprawia, ze wiele groznych cho-
réb nerek rozwija sie przez dtugi czas w ukryciu (bez-
objawowo). Aby nie dopusci¢ do znacznego uszkodzenia
tego bardzo waznego dla zycia narzadu, trwaja nie-
ustanne poszukiwania markera wczesnego uszkodze-
nia nerek. Analiza podocytéw uwazana jest za pierwszg

nieinwazyjng metode umozliwiajaca nie tylko wcze-

sne rozpoznanie uszkodzenia ciatek nerkowych, ale

— cowazniejsze — zréznicowanie aktywnego stadium

choréb nerek od nieaktywnego ich uszkodzenia (1).
Nerki zbudowane s3 z jednostek funkcjonalnych —

nefronéw, sktadajacych sie z ciatka nerkowego, kanali-
ka proksymalnego, petli nefronu i kanalika dystalnego.
Ciatko nerkowe zbudowane jest z ktebuszka naczy-
niowego i torebki klebuszka. Jest miejscem wstepnej
filtracji krwi, w wyniku ktérej dochodzi do produk-
cji moczu pierwotnego. Bariera filtracyjna oddziela-
jaca krew od $wiatta torebki ktebuszka (przestrzeni
moczowej) sktada sie z trzech warstw:

1) naczyn wlosowatych o Scianie okienkowej,

2) blony podstawnej ktebuszka,

3) nabtonka zbudowanego z podocytow tworzacych
listek trzewny torebki ktebuszka (ryc. 1; 2).
Podocyty stanowig kluczowy element z punktu wi-

dzenia selektywnej filtracji osocza i produkcji moczu

pierwotnego. Od ciata komérki podocyta odchodza
dtugie wypustki pierwszorzedowe i wypustki drugo-
rzedowe, zwane rowniez stopowatymi (ryc. 2). Ciato
komorki i wypustki pierwszorzedowe sg zawieszone

w przestrzeni torebki ktebuszka, podczas gdy wypustki

stopowate spoczywaja na btonie podstawnej naczynia

wlosowatego ktebuszka, owijajac sie wokdt niego (3).
Wielko$¢ podocyta jest trudna do oszacowania ze

wzgledu najego nieregularny ksztatt. Liczba podocy-

tow uludzi wynosi ok. 550 w jednym ciatku nerkowym,
aliczbe ciatek nerkowych szacuje sie na okoto 1 milion

(od 0,8-1,1 miliona; 4). Wykazano, ze gdy ciatko nerko-

we traci od 20 do 40% podocytéw, tj. 100—200 podocy-

toéw, nastepuje jego stwardnienie (glomerulosclerosis;

5, 6). Jednoczes$nie stwierdzono, Ze proces zanikania

tych komérek moze przebiegaé nierdwnomiernie. Ba-

dania histologiczne wskazuja, ze utrata podocytow
powoduje powstawanie zrostow pomiedzy naczynia-

mi krwiono$nymi ktebuszka a nabtonkiem Sciennym

torebki kiebuszka (7). Utrata podocytdw jest nieod-

wracalna z uwagi na brak mozliwosci ich regenera-
cji, natomiast inne komoérki ciatka nerkowego, takie
jak komorki $§rédbtonka czy mezangium, zachowu-
ja zdolno$¢ do proliferacji i wraz z wiekiem ich licz-

ba ros$nie dwukrotnie (3).

Wypustki pierwszorzedowe podocytéw posiadaja
dobrze rozwiniety cytoszkielet zbudowany z mikro-
tubuli i filamentéw posrednich, natomiast wypustki
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Ryc. 1.
Schemat prawidtowej

komoérka mezangium

stopowate zawierajg aparat kurczliwy ztozony z aktyny,
aktyniny, miozyny, winkuliny, wimentyny, paksyliny
italiny (8, 9). Biatka te s wykorzystywane do rozpozna-
wania podocytéw sposrod innych komorek. Wypustki
stopowate zazebiaja sie na ksztalt zamka btyskawicz-
nego, gesto oplatajac naczynia wlosowate. Pomiedzy
nimi znajduja sie szczeliny filtracyjne, przestoniete
btong szczeliny filtracyjnej o grubosci 6 nm (ryc. 1i 3).

Blona filtracyjna umozliwia przepuszczanie wody
i matych czastek, a zatrzymywanie wiekszych (10).
Powierzchnia wypustek podocytéw pokryta jest gli-
kokaliksem, w sktad ktérego wchodzi podokaliksy-
na, ktéra — bedac silnym polianionem - zatrzymuje
ujemnie natadowane czasteczki, np. albuminy. Za pra-
widtowa budowe wypustek stopowatych odpowiada
szereg biatek — opr6cz wspomnianej podokaliksyny sa
to m.in. podoplanina, ktebuszkowe biatko nabtonko-
we 1, synaptopodyna oraz receptor sktadowej dopet-
niacza C3b (9). Elementy blony filtracyjnej moga ulegac
uszkodzeniu w przebiegu choréb zakaznych, nowo-
tworowych, procesé6w zapalnych, nadci$nienia tet-
niczego i w syndromie kardionefrologicznym (11, 12).

bariery filtracyjnej
wypustka ll-rzedowa podocytu
btona szczeliny filtracyjnej
btona podstawna

komérka $rédblonka
typu okienkowatego

i

Ryc. 2. Morfologia podocytéw nerki psa z ciezka endokardiozg mitralng — stadium Da
wedtug klasyfikacji ACVIM. Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM): ciato podocyta -
gwiazdka, wypustka pierwszorzedowa (strzatka) i wypustki drugorzedowe (grot strzatki)
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Liczne doniesienia naukowe wskazuja, iz podocyty
moga stac sie pomocne zaréwno u ludzi, jak i u zwie-
rzat w diagnozowaniu choréb ciatek nerkowych, ta-
kich jak: amyloidoza, ktebuszkowe zapalenie nerek,
stwardnienie ktebuszkéw nerkowych, rodzinna glo-
merulopatia czy nefropatie toczniowe (6, 13).

Wykrywanie podocyturii mozliwe jest dzieki de-
tekcji biatek zwigzanych z podocytami, takich jak:
podokaliksyna, nefryna, synaptopodyna, biatko guza
Wilmsa, kiebuszkowe biatko nabtonkowe 1, alfa ak-
tynina-4 oraz podocyna.

Podokaliksyna (PDX)

Jest gtéwna sialoglikoproteing zlokalizowang na po-
wierzchni podocytéw o masie czgsteczkowej 140kDa
(14). Przez zwigzek z mikrofilamentami aktynowy-
mi cytoszkieletu, PDX wptywa na strukture wypustek
stopowatych, a tym samym warunkuje selektywng
przepuszczalnos¢ bariery filtracyjnej ktebuszka ner-
kowego (14). Biatko to ma réwniez wlasciwosci prze-
ciwadhezyjne, dzieki czemu zapobiega zlepianiu sie
wypustek stopowatych, co warunkuje utrzymanie
otwartych szczelin filtracyjnych (15). Wykorzystanie
oznaczenia PDX w moczu jako markera podocytow
komplikuje fakt, ze cze$¢ PDX moze pochodzi¢ z in-
nych PDX-pozytywnych komdrek, np. komoérek na-
btonka blaszki Sciennej torebki ktebuszka. Ekspresje
PDX stwierdzono réwniez w ptytkach krwi, mega-
kariocytach, hemangioblastach, niektérych popula-
cjach neuronéw oraz w nowotworach piersi, prostaty,
trzustki, watroby, guzie Wilmsa oraz w nowotworach
uktadu hemopoetycznego, takich jak biataczka (14).

Nefryna

Jest biatkiem o masie 135 kDa. Jej uwalnianie jest
wczesng oznakg zaburzenia metabolizmu podocy-
téw, poprzedzajaca ich degradacje i utrate z moczem
(16, 17). W chorobach przebiegajacych z silnym biat-
komoczem, takich jak zespdt nerczycowy, dochodzi
do obnizenia ekspresji nefryny oraz jej przemieszcze-
nia z btony komaérkowej do cytoplazmy komoérki (18).

Synaptopodyna

Jest biatkiem charakterystycznym dla podocytéw,
wchodzacym w sktad cytoszkieletu tych komoérek (9).
Odgrywa wazna role w regulacji ksztattu i ruchliwosci
wypustek stopowatych. Pojawienie sie ekspresji tego
biatka $wiadczy o znacznym zaawansowaniu rozwo-
jucytoszkieletu, dlatego synaptopodyna jest waznym
markerem dojrzatosci fenotypowej podocyta. Podob-
nie jak w przypadku nefryny oraz podocyny, ekspre-
sja synaptopodyny jest wyraznie zmniejszona w wie-
lu glomerulopatiach (20).

Biatko guza Wilmsa (Wilms tumor protein 1 - WT1)

Jest biatkiem wystepujacym na powierzchni podocytéw
wbardzo wczesnym stadium rozwoju tych komorek (3).
WT1o0dgrywa wazna role w réznicowaniu komérek, na-
tomiast w okresie postnatalnym zapewnia utrzymanie

prawidtowej czynno$ci podocyta oraz zwigzanej z tym
prawidtowej morfologii ktebuszka. Mutacja genu
WT-1, poza zaburzeniami w innych narzadach, w ner-
kach powoduje sklerotyzacje klebuszka nerkowego (21).
Mimo iz podczas rozwoju nerek biatko to jest obec-
ne na wielu komorkach, to jednak w dojrzatym ciat-
ku nerkowym wystepuje wylacznie na podocytach,
stanowigc charakterystyczny marker tych komorek.

Kiebuszkowe biatko nabtonkowe 1
(glomerular epithelial protein 1 — GLEPP 1)

Pelnirole w regulacji struktury i funkcji wypustek cy-
toplazmatycznych podocytéw. GLEPP1 jest integral-
nym biatkiem btonowym o masie 132kDa. Znajduje sie
w btonie cytoplazmatycznej szczytowej powierzchni
wypustek stopowatych i jest zaangazowane w regu-
lacje struktury i funkcji podocytow (22).

Alfa aktynina-4 (ACTN4)

Jest biatkiem nalezacym do kompleksu btony filtra-
cyjnej, majacym zdolno$¢ wigzania aktyny (23). Od-
grywa ono wazna role zardwno w rozluznianiu wia-
zan krzyzowych filamentéw aktynowych, jak réwniez
wiagzaniu cytoplazmatycznej czesci integryny, przez
co bierze udziat w adhezji wypustek stopowatych do
btony podstawnej (24). Utrata genu ACTN4 prowadzi
do nasilajacego sie z wiekiem zaniku wypustek sto-
powatych podocytow (24).

Podocyna

Jest biatkiem o masie 42 kDa, ktére u ludzi jest kodo-
wane przez gen NPHS2 (25). Podocyna wigze sie z cy-
toplazmatyczng czeScig nefryny oraz z dwoma innymi
biatkami: CD2AP oraz biatkiem podobnym do nefryny
— Neph1 (26). Ich wspoétdziatanie umozliwia utrzyma-
nie waznych funkcji podocytéw, takich jak: przezy-
cie, proliferacja, réznicowanie i budowa cytoszkieletu
(9). Przemieszczenie podocyny do cytoplazmy, majace
miejsce w pewnych typach chordb, takich jak nefro-
patia typu IgA uludzi, wigze sie ze ztym rokowaniem
(27). Podocyna jest jednym z najbardziej czutych mar-
kerow redukcji wspotczynnika filtracji klebuszkowej
oraz jednym z najlepszych marker6w podocytow (28).

Obecnie w ofercie rynkowej dostepny jest tylko je-
den test wykrywajacy podocyty psa — test ELISA na po-
docyne (MyBioSource, San Diego, California USA). Test
ELISA jest ceniony w praktyce klinicznej, poniewaz jest
prosta i czula metodg pozwalajaca na wykrywanie po-
szukiwanego antygenu nie tylko w surowicy, homoge-
natach komdrkowych czy ptynach ustrojowych, lecz
réwniez w moczu (pelnym, osadzie i supernatancie;
29). Test ELISA przeznaczony do wykrywania podocy-
ny u psoéw okreslany jest jako typ sandwich, poniewaz
antygen wigzany jest pomiedzy dwiema warstwami
przeciwciat. Warto$¢ absorbancji $wiatta pozwala na
wyliczenie ilo$ci podocyny w badanej probce. Test cha-
rakteryzuje sie duza czutoscia: 31 pg/ml — 1000 pg/ml.

Z wykorzystaniem podocytéw do celéw diagno-
stycznych w medycynie weterynaryjnej wigze sie
wielkie nadzieje — przede wszystkim wykrywania
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aktywnych proces6w patologicznych w obrebie ciat-
ka nerkowego. Uwaza sie, ze podocyna jest jednym
znajbardziej czutych markerdéw identyfikujacych po-
docyty. Jednak nalezy pamieta¢, ze dodatnig reakcje
wykazujg nie tylko podocyty btony podstawnej kie-
buszkow, ale takze komdrki nabtonka ktebuszkowe-
go (parietal epithelial cell, PEC) i komérki nabton-
kowe kanalikéw proksymalnych (proximal tubular
epithelial cells, PTEC) (30, 31). Jednak wiekszo$¢ ko-
morek podocyno-dodatnich stanowig podocyty, a nie
PEC i PTEC (30, 31).

Podczas praktycznego wykorzystania testu wy-
krywajacego podocyty (komdrki podocyno-dodatnie)
wmoczu powinni$my wzia¢ pod uwage stezenie kre-
atyniny w moczu. Kreatynina jest dobrym wskazni-
kiem stopnia zageszczenia moczu, a tym samym stop-
nia zageszczenia podocytéw. Stad parametry, ktére
silnie zaleza od zageszczenia moczu, sg przeliczane
w odniesieniu do stezenia kreatyniny, np.: stosunek
albuminy do kreatyniny w moczu (urine albumin to
creatinine ratio, UAC), stosunek biatka do kreatyniny
w moczu (urine protein to creatinine ratio, UPC) i sto-
sunek podocyny do kreatyniny w moczu (urine podo-
cine to creatinine ratio, UPoC). Jednak na wydalanie
kreatyniny z moczem wptywa kilka czynnikéw poza-
nerkowych, np. niska masa mig$niowa i zmniejszona
aktywnosci fizyczna (32). Z badan nad psami wyni-
ka, ze UPoC jest metoda diagnostyczng umozliwiaja-
ca wykrycie wczesnej fazy uszkodzenia ciatek nerko-
wych, poniewaz jej stezenie ro$nie znacznie szybciej
niz inne markery uszkodzenia nerek, tj.: stezenie kre-
atyniny, cystatyny C i symetrycznej dimetyloargini-
ny (SDMA,; 29). Jest to spowodowane prawdopodobnie
tym, ze przedostajace sie podocyty moga by¢ zdiagno-
zowane bezposrednio w moczu, a do podwyzszenia
parametrow odpowiedzialnych za przesaczanie kte-
buszkowe w krwi potrzeba czasu (29). W medycynie
cztowieka udowodniono, Ze u pacjentéw z aktywng
glomerulopatig do moczu przenika powyzej 388 po-
docytéw/mg kreatyniny, natomiast u 0osob zdrowych
lub pacjentéw z ustabilizowang niewydolno$cia ne-
rek przenika mniej niz 0,5 podocyta/mg kreatyniny
(35). Podobnych badan nie wykonywano u zwierzat.

Podocyturia moze by¢ zwigzana z podwyzszonym
ci$nieniem tetniczym — w tym z aktywacja osi renina-
-angiotensyna-aldosteron, poniewaz na powierzch-
ni podocytéw obecne s3 receptory dla angiotensyny
(33, 34). W biezacym roku ukazata sie praca oceniajg-
ca uszkodzenie ciatek nerkowych u pséw z niewydol-
noscia serca spowodowang zwyrodnieniem zastawki
mitralnej. Wykazano, ze wzrost wskaznika podocy-
na/kreatynina w moczu powyzej 12,93x10™ wskazu-
je na aktywny proces uszkadzania ciatek nerkowych
(29). UPoC jest metodg atrakcyjng z punktu widzenia
lekarza praktyka, poniewaz jest metodg nieinwazyjna.
UPoC wydaje sie by¢ szczegdlnie przydatne w przypad-
ku pacjentow, u ktérych choroba nerek nie daje zmian
w obrazie ultrasonograficznym, a ktdrzy jednoczes-
nie nie kwalifikujg sie (z powodu istotnych przeciw-
wskazan, np. choroby serca) do badan biopsyjnych (36).

Poznanie czynnikéw regulujacych fizjologiczne
wtasciwos$ci podocytéow i mechanizmodw ich odpowie-
dzi na uszkodzenie moze doprowadzi¢ do istotnego
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postepu w ustaleniu patogenezy biatkomoczu i choréb
ciatka nerkowego. Podocyturia moze stanowic¢ prosty
inieinwazyjny marker wczesnej diagnostyki aktyw-
nych proceséw patologicznych. Zdiagnozowanie pa-
cjentéw we wezesnym stadium niewydolno$ci nerek
iprzerwanie samonapedzajacego sie procesu destruk-
cji nerek bedzie stanowito wazny krok w zapobiega-
niu rozwojowi niewydolnos$ci nerek. Badanie moczu
przy uzyciu komercyjnego testu ELISA jest tanie, szyb-
kie oraz bezbolesne. Jak pokazujg badania oznacze-
nie podocyny w moczu przy uzyciu testu ELISA moze
wykazac¢ uszkodzenie bariery filtracyjnej ktebuszka
wcze$niej niz dotychczasowe markery, tj. kreatyni-
na, cystatyna C i SDMA oznaczane w surowicy krwi.
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