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POPIS KRATICA
CT - kompjuterizirana tomografija

ESWL - ekstrakorpolarna litotripsija udarnim valovima (eng. extracorporeal shock wave

lithotripsy)
PCNL - perkutana nefrolitotomija

FTIR - infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (eng. Fourier transform

infrared spectroscopy)

KBC - Klini¢ki bolnicki centar
COM - kalcij-oksalat monohidrat
COD - kalcij-oksalat dihidrat
COT - kalcij-oksalat trihidrat
HAP - hidroksikarbonat apatit
CaOx - kalcij-oksalat

PTH - paratireoidni hormon

ClI - raspon pouzdanosti (engl. confidence interval)



1. Uvod

1. UvOD

Nefrolitijaza, bolest stara koliko i CovjeCanstvo, oznaCava stvaranje kamenaca u mokra¢nom
sustavu (1). Prvi mokraéni kamenci pronadeni su u mokraénom mjehuru egipatske mumije iz
4800.godine prije Krista, a prve upute o lijeCenju istih, spominju se jo§ u originalnom zapisu
Hipokratove zakletve gdje se ono dopusta samo osobama koje su za to posebno obrazovane
(2). I dok su u proslosti ¢es¢i bili kamenci mokraénog mjehura, unazad dvadeset godina
porasla je ucestalost litijaze gornjeg dijela mokra¢nog sustava (1). Muskarci obolijevaju tri
puta CeS¢e nego zene, a kao razlog tomu navodi se testosteron, vazan Cimbenik sinteze
endogenog oksalata u jetri (2). Kamenci se naj¢esce javljaju izmedu 40. i 60. godine Zivota,
dok se kod Zena CeS¢e javljaju nastupom menopauze (2). Stvaranju mokra¢nih kamenaca
pogoduju organske i funkcionalne promjene u mokra¢nom sustavu, prirodene i ste¢ene bolesti
metabolizma, prehrambene navike, emocionalni stres i klimatski ¢imbenici, a sklonost

recidivnim kamencima je izrazito visoka (2).

1.1. Stvaranje mokra¢nih kamenaca

Uzrok povecane sklonosti stvaranju mokra¢nih kamenaca je poremecaj fizikalno- kemijske
ravnoteze u radu bubrega (2). Medutim, to¢an uzrok nastanka kamenaca nije poznat, a razlog
tomu je kompleksnost procesa stvaranja kamenaca kao i Cinjenica da je uzrok stvaranja
multifaktorijalan (3). Normalna mokra¢a je gotovo uvijek prezasi¢ena otopina kalcijeva
oksalata u fazi metastabilnosti pa do spontane kristalizacije ne dolazi (4). Ukoliko dode do
dodatnog prezasic¢enja povecanjem razine minerala kalcija, fosfata ili urata, nastaju pogodni
uvjeti za stvaranje kristala, a agregacijom nastalih kristala ili njihovim rastom nastaju kamenci
(11). Osim prezasi¢enosti, stvaranju kamenaca pogoduju i promjene mokra¢nog pH, promjene
koli¢ine mokrac¢e u vidu smanjenja njezinog volumena i povecanja koncentracije, prisutnost
bakterija i deksvaminiranih stanica kao promotora kristalizacije te promjene razine inhibitora
kristalizacije (5). Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je sastav urina ipak od sekundarnog
znaCenja za stvaranje kamenaca jer ¢ak i kod ekstremno visokog prezasi¢enja, ne¢e doci do
formiranja kamenaca ukoliko uz to ne postoji i oSteCenje zaStitnog pokrovnog sloja u
mokraé¢nom sustavu (3). Mjesta s uniStenim ili oSteenim glikozaminoglikanskim zaStitnim
pokrovnim slojem predstavljaju predilekcione tocke za vezanje kristala i jedan su od glavnih
¢imbenika u olak8anom stvaranju kamenaca (3). Ta saznanja dovode u prvi plan interakciju

izmedu stvorenih kristala kalcij-oksalata i njihovo zadrzavanje na podrucjima oSteéenja
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1. Uvod

zaStitnog pokrovnog sloja i zato, svaki pokusaj postavljanja kriterija procjene sklonosti osobe
za stvaranje bubreZnih kamenaca iskljucivo na temelju analize sastava urina, nije u cijelosti

uspjesan (3).

1.2. Vrste mokraénih kamenaca

Prema kemijskom sastavu razlikujemo cetiri glavna tipa kamenaca, a to su: a) kalcijski
kamenci koji su ujedno i naj¢es¢i i na njih otpada 80 do 85 posto svih kamenaca, b) kamenci
mokraéne kiseline koji ¢ine manje od pet posto slucajeva, c) infektivni kamenci koje jos
nazivamo i struvitnim kamencima, a ucestalost im je 10 do 15 posto te d) cistinski kamenci

koji su vrlo rijetki (5).

1.2.1. Anorganski kamenci

U skupinu anorganskih kamenaca ubrajamo kalcijske i struvitne, odnosno infektivne kamence
(1). Kalcijski kamenci se mogu pojaviti u dva oblika i to kao kalcij-oksalatni kamenci i kao
kalcij-fosfatni kamenci. Kalcijev-oksalat kristalizira u tri hidratna oblika: termodinamicki
stabilan kalcijev-oksalat monohidrat (vevelit, COM), metastabilan dihidrat (vedelit, COD) te
trihidrat (kaoksit, COT) koji se rijetko pronalazi u kemijskom sastavu bubreznih kamenaca.
Kalcijski kamenci su uglavnom sastavljeni od Kkalcij-oksalata i to kalcijev-oksalat
monohidrata ili dihidrata, dok su kamenci kalcijeva-fosfata hidroksiapatit, karbonatni apatit te
brushit (7). U samo Cetvrtine slucajeva rije¢ je o Cistom obliku kalcij-oksalatnih kamenaca
dok ih je 70 % vezano s kalcij-fosfatom. Uzrok kalcijske nefrolitijaze moze biti povecano
izluCivanje kalcija, $to se u medicinskoj terminologiji naziva hiperkalciurijom i ujedno je
najvazniji uzrok. Razlikujemo tri tipa hiperkalciurije s obzirom na uzrok, a to su apsorpcijska,
resorpcijska 1 bubrezna hiperkalciurija. Apsorpcijska hiperkalciurija uzrokovana je
povecanom apsorpcijom kalcija iz tankoga crijeva. Resorpcijska hiperkalciurija nastaje kod
pojacanog lucenja PTH iz paratireoidne zlijezde koji dovodi do jace resorpcije kalcija iz
kostiju. Bubrezna hiperkalciurija nastaje zbog oStecene reapsorpcije kalcija u bubreznim
tubulima u sklopu tubularne bubrezne acidoze (1). Struvitni kamenci su drugi po ucestalosti
od svih kamenaca, a kemijski su sastavljeni od magnezija, amonijaka i fosfora. Za razliku od
kalcijskih kamenaca koji su ¢e$¢i u muskaraca, ova vrsta je nesto ¢eSc¢a u zena (2). U podlozi
razvoja ove vrste kamenaca je upala izazvana infekcijom bakterijama pa se stoga jo§ nazivaju

i infekcijskim kamencima, a zbog Cinjenice da na mjestu nastanka Cesto prave odljeve,
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1. Uvod

nazivaju se i odljevnim kamencima (5). Ovaj oblik litijaze nastaje ako je prisutna infekcija
bakterijama koje imaju sposobnost cijepanja ureje. Pri tome nastaje amonijak koji se u

luZnatoj mokraci vezZe s magnezijem i fosforom.

1.2.2. Organski kamenci

U organske kamence ubrajamo kamence mokra¢ne kiseline i cistinske kamence (1). Uratni
kamenci, kako jo§ nazivamo kamence mokra¢ne kiseline, nastaju u kiseloj mokraéi s
vrijednos¢u pH manjim od 5,5. Osim niskoga pH mokrace, predisponirajuci ¢imbenik za ovaj
tip urolitijaze je i povecano izlucivanje mokra¢ne kiseline urinom te manjak nekih spojeva
koji djeluju na topljivost mokraéne kiseline. U podlozi moze biti i mutacija gena SLC2A9 za
glukozni transporter tip 9 odgovoran za koncentraciju mokraéne kiseline u serumu (8). Ova
vrsta kamenaca ¢e$c¢a je kod osoba koje boluju od primarnog gihta i mogu biti prvi znak ove
bolesti, sekundarnog gihta u sklopu mijeloproliferacijske bolesti, kod pacijenata na
urikozuri¢noj terapiji te kod osoba s kroni¢nim dijarejama (5). Utvrdena je ¢eSc¢a pojavnost
ove vrste kamenaca kod osoba s visokim unosom purina (9). Cistinski kamenci su vrlo rijetki,
a pojavljuju se kao autosomno recesivni poremecaj transporta aminokiselina cistina, lizina,
arginina i ornitina u epitelnim stanicama tubula bubrega i probavnog sustava sto se ocituje
cistinurijom (3). Zdrave osobe dnevno izlu¢uju manje od 100 mg/L cistina i tada je njegova
topljivost u luznatoj mokra¢i dobra dok osobe, koje boluju od ove vrste kamenaca, dnevno

izlu€uju mokrac¢om vise od 300 mg/L cistina (2).

1.3. Cimbenici kristalizacije

Kao odgovor na pitanje kako nastaju mokra¢ni kamenci postoje dvije teorije. Prva teorija je
teorija koloidnog matriksa, a druga, za nas trenutno znacajnija, je teorija kristalizacije prema
kojoj je kristalizacija primaran proces za stvaranje mokra¢nih kamenaca. Ova teorija tumaci
da bez zasi¢enja urina nema stvaranja kamenaca (3). loni kalcija i oksalata uvijek su prisutni u
koncentracijama koje su iznad produkta topljivosti i iz toga razloga urin je uvijek prezasicen,
ali uvjet prezasi¢enosti nije dovoljan da inducira nukleaciju kristala ovog spoja. Prezasi¢enost
otopine pojedinim ionima u kombinaciji sa stanjenjem 1 oSteenjem zaStitnog sloja
glikozaminoglikana prekursor su za stvaranja kristala (10). Prema tome, mozemo zakljuditi da
u procesu stvaranja kamenaca s jedne strane, imamo promotore kristalizacije, a s druge strane,

tvari koje djeluju kao inhibitori kristalizacije.



1. Uvod

1.3.1. Promotori Kkristalizacije

Promotori su tvari koje se izlu¢uju bubregom, a ¢ije koncentracije prelaze sposobnost urina da
ih zadrzi kao topljive molekule ili ione. U skupinu promotora ubrajamo kalcijeve, oksalatne,
fosfatne ione te urate (10). Prezasi¢enost mokrace tim ionima promovirajuéi je ¢imbenik koji
pogoduje nastanku kristala, no ukoliko ne narastu dovoljno veliki ili se ne adheriraju na
osteceni tubularni epitel, ti kristali budu isprani iz nefrona u struji tubularne tekuéine i ne
dolazi do formiranja kamenaca (13). U promotore kristalizacije spadaju i veé ranije
spomenute promjene u pH urina na nacin da mijenjaju topljivost i ionski sastav tvari koje ¢ine
kamence (2). Uzimanje nekih lijekova iz skupine antibiotika, diuretika, barbiturata,

antiepileptika, te inhibitora HIV-1 proteaza takoder pogoduje stvaranju kristala. (12).

1.3.2. Inhibitori i poremecaji inhibitora Kristalizacije

Unatoc¢ prezasi¢enosti urina do kristalizacije 1 stvaranja kamenaca ne dolazi. Kao razlog toga
brojna istrazivanja navode prisutnost tvari koje djeluju kao inhibitori. Klju¢nu ulogu zapravo
ima ravnoteza izmedu prezasi¢enosti urina i koncentracije inhibitora. Inhibitori mogu
djelovati kao kelatori vezuci slobodne ione (primjer toga je kompleks citrata s kalcijem) ili
kao pravi inhibitori adsorbiraju¢i se na povrSinu kristala i sprje¢avajuci njegov rast (3).
Razlikuju se inhibitori male molekularne tezine te inhibitori velike molekularne tezine.
Inhibitori male molekularne tezine su pirofosfat, magneziji i citrat, a u inhibitore velike
molekularne tezine spadaju glikozaminoglikani i glikoproteini. Mokraéni glikoproteinski
inhibitori, koje luce pojedini dijelovi tubularnog sustava, su nefrokalcin, uropontin,
osteopontin, Tamn-Horsfallov protein i drugi. U glikozaminoglikanske inhibitore ubrajamo
hondroitin sulfat, heparin sulfat i hijaluronsku kiselinu. Budu¢i da su kalcij-oksalatni kamenci
naj¢eS¢a vrsta kamenaca, napravljena su brojna istrazivanja s ciljem detaljne analize
inhibitora kristalizacije (14). Predmet ovoga rada je utjecaj citrata kao inhibitora kristalizacije

pa ¢emo u daljnjem tekstu reci nesto vise o njemu.

1.3.3. Citrat kao inhibitor kristalizacije

Citrat ima nekoliko vaznih uloga u mehanizmu stvaranja bubreznih kamenaca. Prvo, citrat
veze kalcijeve ione u urinu i Smanjuje njihovu aktivnost sto u konacnici rezultira smanjenjem

prezasi¢enosti urina kalcijevim-fosfatom i kalcijevim-oksalatom. Ova uloga citrata ovisna je o
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1. Uvod

vrijednosti pH urina te kombinacija snizene razine citrata s porastom pH urina ima znacajniju
ulogu od vrijednosti citrata gledane same za sebe. Drugo, citrat ima izravni inhibitorni u¢inak
na stvaranje kamenaca temeljen na izravnom vezanju na povrsinu kalcij-oksalatnih kristala
koceci tako njihov rast i agregaciju (6). Neka istrazivanja pokazuju da citrat ima zastitni
ucinak na epitelne stanice bubreznih tubula na nacin da ih §titi od oSte¢enja oksalatima i
kristalima kalcij-oksalata jer prevenira lipidnu peroksidaciju i nastanak slobodnih radikala (3).
Hipocitraturija, odnosno niska razina citrata u urinu, je vazan rizi¢ni faktor za stvaranje
bubreznih kamenaca. Dnevno izlu€ivanje citrata u urinu U zdravih osoba iznosi 640 mg.
Hipocitraturija se definira kao izlu€ivanje citrata manje od 320 mg/dan. Najvazniju ulogu u
izlu¢ivanju citrata u urinu ima acido-bazni status. Alkaloza povecéava izluéivanje citrata, dok
acidoza smanjuje njegovo izlu€ivanje. U acidozi raste stupanj iskoriStavanja citrata u
mitohondrijskom ciklusu trikarbonske kiseline $to rezultira nizom unutarstani¢nom razinom
citrata, olakSava njegovu reapsorpciju i u konacnici smanjuje njegovo izlu€ivanje. Osim
acidoze, na izlucivanje citrata djeluje hipokalijemija, visokoproteinska dijeta i infekcije
mokra¢nog sustava te primjena nekih lijekovi. Vazno je napomenuti kako neke bolesti, kao
Sto su sindrom kroni¢ne dijareje, giht, kroni¢no bubrezno oSte¢enje 1 primarni
hiperaldosteronizam, mogu uzrokovati razvoj hipocitraturije, a naj¢e$¢a od njih je distalna
renalna tubularna acidoza. Istovremenom analizom kalcija i citrata mozemo izrac¢unati indeks
rizika za razvoj urolitijaze. Istrazivanja su pokazala znacajno viSe vrijednosti omjera
kalcij/citrat u osoba koje stvaraju kalcijske kamence nego u zdravih. Na temelju navedenih
spoznaja o utjecaju citrata sve vise istrazivanja provodi se s ciljem otkrivanja odgovarajuce
profilakse i terapije kalcijskih kamenaca u obliku primjene citrata (6). Najces¢e se koristi
kalijev citrat koji istovremeno djeluje na razinu citrata smanjujué¢i njegovu tubularnu
reapsorpciju i na pH urina poveéavajuci njegovu vrijednost na nacin da se oralno uneseni
citrat apsorbira u crijevima i gotovo u potpunosti metabolizira u bikarbonat. Rezultat toga je
alkalizacija urina i porast izlucivanja citrata te povecanje njegovog inhibitornog potencijala
(16). Osobe s kalcijskom urolitijjazom i niskom razinom citrata moraju provoditi i

odgovarajuce dijetetske mjere (15).

1.4. Klinié¢ka slika

Postojanje mokraénih kamenaca u organizmu je asimptomatsko dok je kamenac manjih
dimenzija i dok ne dode do njegova pokretanja. Glavno klinicko obiljezje nefrolitijaze je bol

koja se naziva nefrokolikom i smatra se jednom od najintenzivnijih boli u medicini. Kolika

5



1. Uvod

ima specifican tijek, Siri se iz kostovertebralnog kuta prema donjem kvadrantu trbuha duz
uretera. Ovisno o mjestu opstrukcije, bol se Siri prema skrotumu i testisima muskaraca i
prema vulvi kod Zena. Bol je vrlo neugodna, nastupa iznenada, u valovima, bolesnik je
nemiran, ne nalazi polozaj u kojem mu je lakSe i moze biti uzrokom gubitka svijesti
bolesnika. Kolika moZze biti pra¢ena mucninom, povracanjem, paralitickim ileusom, a u
slu¢aju infekcije mokra¢nog sustava dolazi do poviSenja tjelesne temperature (1). Uzrok
kolike je prolaz kamenca na koji muskulatura odgovara gré¢evitim kontrakcijama, a bol nakon
odredenog vremena prestaje zbog zamora muskulature i ponovno se javlja nakon nekog
vremena. Izmedu napada kolika opée je stanje bolesnika dobro. Kamenci u parenhimu
bubrega mogu biti potpuno asimptomatski pa se ¢esto slu¢ajno otkrivaju. Jedan od znakova
nefrolitijaze moze biti hematurija odnosno prisutnost krvi u mokraci (2). Kamenci mogu
uzrokovati infekcije, mogu dovesti do anurije zbog opstrukcije, hidronefroze i u konacnici do

oStecenja bubrega (1).

1.5. Dijagnoza

Dijagnoza bubreznih kamenaca uklju¢uje anamnezu i fizikalni pregled, laboratorijsku obradu
seruma i urina te slikovne metode (1). Od anamnestickih podataka vazna je dob bolesnika,
pojavnost urolitijaze u obitelji, prvi ili ponovljeni slu¢aj urolitijaze, prisutnost nekih drugih
bolesti ili metaboli¢kih abnormalnosti, prehrambene navike i lijekovi koje bolesnik koristi.
Fizikalni pregled mora ukljuciti inspekciju, palpaciju i askultaciju abdomena. Najvazniji je
pokus lumbalne sukusije (1). Od laboratorijske obrade rade se krvne pretrage, analiza urina i
analiza kamenaca. Analiza urina ukljucuje sediment urina ili test traku gdje se traze eritrociti,
leukociti, nitriti, pH urina te uzimanje uzorka za urinokulturu (7). Krvne pretrage ukljucuju
odredivanje kreatinina, mokra¢ne kiseline, ioniziranog kalcija, natrija, kalija i CRP. Uz
osnovne krvne pretrage, preporuka je dodati i glukozu i fosfor (19). U bolesnika s
rekurentnim kamencima i cistinskim kamencima trebalo bi napraviti analizu 24 satnog urina.
U njemu treba odrediti volumen, pH, kreatinin, kalcij, mokraé¢nu kiselinu, citrate, magnezij,
fosfate, natrij, kalij, amonijak, oksalate, cistin, pirofosfate i sulfate (19). Kada bolesnik
izmokri kamenac ili se on izvadi operativnim zahvatom, treba napraviti analizu kamenca
infracrvenom spektroskopijom (IRS) ili kristalografiju X- zrakama (XRD) i to je najvazniji
dio metabolicke obrade bolesnika. Kristalografija X- zrakama poreda sastav kristalnih
komponenti kamenca od najvise zastupljenog prema najnizem, a infracrvena spektroskopija

pokaze postotak pojedinih komponenti (17). Od slikovnih metoda primarna obrada bolesnika
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1. Uvod

sa sumnjom na urolitijazu ukljucuje kombinaciju ultrazvuénog pregleda mokra¢nog sustava
(UZV) i intravensku urografiju (IVU). Nativna rendgenska snimka je dobra dijagnosti¢ka
metoda za anorganske kamence dok se kamenci organskog sadrzaja, najcesce nece prikazati
(18). CT je zlatni standard u dijagnosticiranju kamenaca. Nativni CT ima prednost u odnosu
na druge radioloske pretrage jer prikazuje kamenac, tocnu veli¢inu, anatomsku lokaciju te

pomaze u odabiru nacina odstranjivanja (17).

1.6. Lijecenje

Lijecenje ovisi o vrsti kamenaca, njihovoj veli€ini i sastavu te simptomima, a razlikujemo
nefarmakolosko i farmakolosko lijeenje te invazivne postupke (1). Prvi korak u lijeCenju
akutnog napada kolike je olaksanje boli, a ono obuhvaéa primjenu analgetika i spazmolitika
(1). Najces¢e se koriste nesteroidni protuupalni lijekovi. Poremecaji metabolizma, Koji
dovode do stvaranja kamenaca, mogu se kontrolirati lijekovima koji sluze u profilaksi, a neki
lijekovi, kao $to je alopurinol, mogu izazvati otapanje ve¢ postojecih kamenaca (20). Citrat je
inhibitor stvaranja Kkalcijskin kamenaca i primjenjuje se u bolesnika koji imaju
hipocitraturiju,a daje se u obliku Kkalijeva citrata, natrijeva citrata, soka od limuna ili soka od
narance. Antibiotici se daju kod struvitnih kamenaca, dok se kod lijecenja cistinskih
kamenaca u terapiji koriste keliraju¢a sredstva kao §to je D- penicilamin (1). Unos tekucine i
prehrambene promjene su takoder vrlo vazne mjere, §to u samom lijeenju, $to u prevenciji
recidiva. Aktivno uklanjanje kamenaca invazivnim postupcima preporuca se za sve kamence
ve¢e od 7 mm, kod uporne bubrezne kolike, bilateralne opstrukcije, opstrukcije koju prati
infekcija i kod povecanog rizika za razvoj urosepse (2). Kamenci do 20 mm lijece se ESWL-
om, metodom izvantjelesnog razbijanja kamenaca udarnim valovima. Kamenci vec¢i od 20
mm lije¢e se PCNL-om, minimalno invazivnom kirur§kom tehnikom koja se izvodi u opcoj
anesteziji, a mogu se lijeciti i ESWL-om 1 u tom slucaju preporucuje se postavljaje JJ- stenta
prije ESWL tretmana kako bi se smanjile opstruktivne komplikacije. Ostale terapijske

mogucénosti su: kemoliza, ureterorenoskopija, laparoskopske i otvorene operacije (17).
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2. CILJEVI

Cilj istraZivanja je ispitati postoji li povezanost razine citratnih inhibitora kristalizacije u urinu

s pojavnoscu kalcij oksalatnih mokraénih kamenaca na nacin da ¢emo:

— Odrediti stupanj prezasi¢enja prvog jutarnjeg urina Kalcijem u osoba s Kalcij-
oksalatnim mokra¢nim kamencima i usporediti s rezultatima ispitanika iz kontrolne

skupine.

- Odrediti inhibitorni potencijal urina na temelju odredivanja koncentracije citrata u
prvom jutarnjem urinu te odredivanje indeksa rizika za razvoj kamenaca
utemeljenog na izracunavanju omjera izmedu promovirajuéeg (kalcija) i

inhibiraju¢eg ¢imbenika (citrata) u urinu.

- Ispitati postoji li povezanost prezasi¢enja urina i indeksa rizika za razvoj

mokraénih kamenaca.



3. Ispitanici i metode

3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Studija ¢e biti ustrojena kao presje¢na studija iz povijesnih podataka (21).

3.2. Ispitanici

Iz medicinske dokumentacije Zavoda za klinicku laboratorijsku dijagnostiku Klinickog
bolni¢kog centra Osijek uzeti su podaci iz 2015. i 2016. godine o 62 pacijenta oba spola, od
toga 31 muskarac u dobi od 18 do 64 godine i 31 Zena u dobi od 25 do 63 godine kojima je
utvrdena kalcijska urolitijaza. Kontrolnu skupinu ¢ini 35 pacijenata oba spola, od toga 16
muskaraca u dobi od 24 do 64 godine i 19 Zzena u dobi od 21 do 65 godina koji tijekom svoga
dosadaSnjeg zivota nisu stvorili mokra¢ne kamence, a lijeeni su u Klinickom bolnickom
centru Osijek radi neke druge bolesti izvan podru¢ja urologije. Svim ispitanicima analiziran je
sastav mokra¢nih kamenaca. Za analizu je uzet uzorak prve jutarnje mokra¢e u kojem je
odredivana koncentracija kalcija i citrata koja je znaCajna za razvoj urolitijaze. Kriterij za
ukljucivanje ispitanika u studiju bio je evidencija 0 najmanje jednom izmokrenom ili
operativno odstranjenom kamencu kojemu je identificiran sastav FTIR spektroskopskom
analizom, sam sastav kamenaca te zivotna dob ispitanika izmedu 18 i 65 godina. U studiju
nisu ukljuene osobe s izrazenom proteinurijom ili s bolestima i terapijom koja bi znacajno

mogla utjecati na rezultate ispitivanje. Podatci su prikupljeni u svibnju 2017. godine.

Ispitanici nisu aktivno sudjelovali u ovom istrazivanju.

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista Josipa Jurja

Strossmayera u Osijeku.

3.3. Metode

Iz povijesti bolesti sa Zavoda za urologiju prikupljeni su osnovni podatci o pacijentima, a to
su dob ispitanika u trenutku analize kamenaca, spol, tjelesna masa, povijest urolitijaze,
provedena dijagnostika i terapija, a iz medicinske dokumentacije Zavoda za klinicku

laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Osijek prikupljeni su podatci o



3. Ispitanici i metode

kemijskom sastavu kamenaca nakon $to je kamenac izmokren ili operativno odstranjen te

izmjerenim vrijednostima kalcija i citrata kao inhibitora kristalizacije.

Za obradu ispitanika, koji stvaraju mokra¢ne kamence i kontrolne skupine, koristen je uzorak
prve jutarnje mokrace. Promatrane varijable su pH, kalcij i citrat 1 analizirane su
metabolickom obradom prve jutarnje mokrace. Ispitanici su bili na uobicajenom rezimu
prehrane i unosa tekuéine u organizam. Neposredno nakon dostavljanja uzorka mokrace,
izmjeren je pH mokracée. U mokradi je odredivana koncentracija kalcija i citrata enzimatskom
metodom s citrat-liaza, gotovim test paketom tvrtke Roche Diagnostic (3). Koncentracije svih

parametara su izrazene u odnosu na koncentraciju kreatinina u prvoj jutarnjoj mokraci.

Kemijski sastav mokraénih kamenaca utvrden je metodom infracrvene spektroskopije na
FTIR spektrofotometru, model FTIR8400S, Shimadzu. Infracrvena spektroskopija je
referentna metoda za odredivanje kemijskog sastava kamenaca. Ona omogucuje
semikvantitativnu analizu sastava i identifikaciju pojedinih formi spojeva koji se nalaze u
sastavu kamenaca, odnosno omoguc¢uje nam odredivanje forme kemijskog spoja koji se nalazi
u sastavu kamenaca (22). Na taj nacin mogli smo identificirati udio kalcij-oksalat

monohidrata i kalcij-oksalat dihidrata.

Sve navedene analize napravljene su na Zavodu za klini¢ku laboratorijsku dijagnostiku pri
Klinickom bolnickom centru Osijek. Na temelju tih podataka promatrana je povezanost
izmedu vrijednosti izmjerenih citratnih inhibitora kristalizacije i pojavnosti kalcij oksalatnih

bubreznih kamenaca.

3.4. Statisticke metode

Kategorijski podaci su predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podatci su opisani aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju raspodjela
koje slijede normalnu, a u ostalim slucajevima medijanom i granicama interkvartilnog
raspona. Normalnost raspodjele numerickih varijabli je testirana Shapiro-Wilk testom. Za
istrazivanje razlika izmedu dviju nezavisnih skupina unutar pojedinog mjerenja, upotrijebljen
je Mann-Whitney U test. Razlike kategorijskih varijabli testirane su y? kvadrat testom ili
Fisher-ovim egzaktnim testom. Za utvrdivanje razlika izmedu dva zavisna uzorka koristio se
Friedmanov test za neparametrijsku raspodjelu. Sve P vrijednosti su dvostrane. Alpha = 0,05

postavljena je kao razina znacajnosti za ocjenu dobivenih rezultata.
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Statisticki program MedCalc Statistical Software version 17.6 (MedCalc Software bvba,

Ostend, Belgium) koristen je za analizu podataka (29).
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4. REZULTATI

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 97 ispitanika podijeljenih u dvije skupine. Prvu skupinu
od 35 (36 %) ispitanika, tzv. kontrolnu skupinu, ¢inile su osobe kod kojih nije utvrdeno
stvaranje mokra¢nih kamenaca, a drugu skupinu od 62 (63 %) ispitanika su ¢inile osobe kod
kojih je utvrdena kalcijska urolitijaza.

Ispitanici s kalcijskom urolitijazom bili su stariji od ispitanika iz kontrolne skupine (razlika 3
godine, 95% raspona pouzdanosti od 47,0 do 54,0 godine u ispitanika s kalcijskom
urolitijazom i 43,7 do 50,0 kod kontrolne skupine, Mann Whitney U test p = 0,25 (Tablica 1).
Medijan dobi svih ispitanika zajedno (skupine ispitanika s urolitijazom i kontrolne skupine)
iznosi 47,0 (95 % raspon pouzdanosti = 43,7-50,0).

Tablica 1. Raspodjela ispitanika po dobi i skupinama (medijan dobi)

Medijan (95 % raspon pouzdanosti)
p*
Ispitanici s
kalcijskom Kontrolna skupina
urolitijazom
Zene 49 (42,2-54,4) 46 (34,6-49,0)
Muskarci 52 (44,2-55,0) 42 (31,6-50,1)
Ukupni 50 (47,0-54,0) 47 (43,7-50,0) 0,25

* Mann Whitney U test

Na Zavodu za klinicku laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Osijek
spektroskopski je analiziran sastav mokra¢nih kamenaca u infracrvenom podrucju

elektromagnetskog spektra koriste¢i FTIR spektrofotometar, a podaci su dani u Tablici 2.

12
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Kalcij-oksalat monohidratni kamenci bili su najces¢a vrsta kamenaca, uoceni kod 34 od 62
ispitanika (52 %). Kamenci gradeni kao mjeSavina oksalat monohidrata, dihidrata i

hidroksikarbonat apatita pojavili su se samo kod jednog ispitanika (Tablica 2).

Tablica 2. Razdioba vrsta kamenaca u skupini ispitanika s kalcijskom urolitijazom

Broj (%)
Sastav kamenca o

ispitanika
Kalcij-oksalat monohidrat 34 (52)
Kalcij-oksalat monohidrat i hidroksikarbonat apatit 13 (20)
Kalcij-oksalat monohidrat i kalcij-oksalat dihidrat 8 (12)
Kalcij-oksalat dihidrat 2(3)
Kalcij-oksalat dihidrat i hidroksikarbonat apatit 4 (6)
Kalcij-oksalat monohidrat, kalcij-oksalat dihidrat i 1)
hidroksikarbonat apatit

UKUPNO 62 (100)

Medijan kiselosti prve jutarnje mokra¢e ne pokazuje statisticki znacajnu razliku izmedu
ispitivanih skupina (Mann Whitney U test, p = 0,26). Znacajno je veéa koncentracija kalcija
izmjerena u prvoj jutarnjoj mokraci, medijana 3,4 (Mann Whitney U test, p = 0,007) u skupini
ispitanika s kalcijskom urolitijazom nego u kontrolnoj skupini (Tablica 3).
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Tablica 3. Osnovne mjere sredine i rasprSenja za obiljezja iz metabolicke obrade mokrace

Medijan (95 % raspon pouzdanosti) p*
Obiljezja Ispitanici s
kalcijskom Kontrolna

urolitijazom skupina
Kiselost urina

5,7 (5,5-5,9) 59 (5,6-6,1) 0,26
(PH)
Kalcij 3,4(3,1-4,3) 2,7(1,9-3,3) 0,007

* Mann Whitney U test

Koncentracija citrata izrazenog u mmol/g kreatinina u promatranim skupinama nije se

razlikovala (Mann Whitney test, p = 0,99) (Tablica 4).

Tablica 4. SrediSnja vrijednost (medijan) ostalih metabolickih obiljezja u mokraci

Medijan (95 % raspon

pouzdanosti)

Obiljezja Ukupno p*
Ispitanici s Kontrolna
kalcijskom skupina
urolitijazom

Koncentracija citrata
1,9 (1,7-2,3) 2,5(2,1-3,2) 2,1(1,9-24) | p=0,99

[mmol/g cr]

* Mann Whitney U test

Omjer Ca/Cit bio je veéi u skupinama ispitanika s kalcijskom urolitijazom (Mann Whitney
test, p < 0,001) (Tablica 5).
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Tablica 5. Osnovne mjere sredine i rasprsenja za omjer Ca/Cit

Medijan (95 % raspon

pouzdanosti)

Obiljezja Ukupno p*
Ispitanici s Kontrolna
kalcijskom skupina
urolitijazom
Ca/Cit 1,9 (1,6-2,4) 0,8 (0,7-1,4) 1,6 (1,4-2,0) | p<0,001

Vjerojatnost da ¢e se kod promatranih ispitanika razviti klini¢ka slika kalcijske urolitijaze,

ocijenjena je logistickom regresijom utjecaja triju ¢cimbenika. Znacenje prediktora pH, kalcija

i citrata u urinu u predvidanju pojave kalcijske urolitijaze prikazano je u Tablici 6. Prediktori

koji ukazuju na povecan rizik za razvoj kalcijske urolitijaze su koncentracija kalcija i citrata u

mokraéi. Veca koncentracija kalcija uzrokovat ¢e vise kamenaca, dok ¢e veca koncentracija

citrata, inhibitora kristalizacije, uzrokovati manje kamenaca.
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Tablica 6. Predvidanje vjerojatnosti da se kod ispitanika razvije urolitijaza

95% ClI za
Obiljezje Exp B * pi
Exp B ¥
pH mokrace 0,997 0,990-1,004 0,333

Kalcij
1,004 1,001-1,007 0,04
[mmol/g cr]
Citrat
0,992 0,987-0,997 0,001
[mmol/g cr]
Konstanta 0,16

* Omjer izgleda
T 95 % raspon pouzdanosti za omjer izgleda
I Razina znacajnosti
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5. RASPRAVA

Ovo istrazivanje napravljeno je s ciljem odredivanja uloge citrata kao inhibitora kristalizacije

na stvaranje bubreznih kamenaca.

Urolitijaza je znaCajan problem u svakodnevnoj klini¢koj praksi, a karakterizira je prisutnost
kamenaca u mokra¢nom sustavu. Predstavlja kroni¢nu, recidivirajucu bolest i unato¢ brojnim
istrazivanjima njezina patogeneza i etiologija jo$ uvijek nisu potpuno shvac¢ene. Razlog tome
je kompleksnost stvaranja mokra¢nih kamenaca koje je uzrokovano mnostvom razlicitih

¢imbenika (23).

Jedan od kriterija za ukljucivanje ispitanika u ovo istraZzivanje bio je kemijski sastav
izmokrenih ili operativho odstranjenih kamenaca i s obzirom na navedeno, u njega su
ukljuCeni ispitanici s kalcijskom urolitijazom. U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 97
ispitanika u dobi od 18 do 65 godina, podijeljenih u dvije skupine. Prvu skupinu od 35
ispitanika, tzv. kontrolnu skupinu, ¢inile su osobe kod kojih nije utvrdeno stvaranje
mokra¢nih kamenaca s medijanom dobi od 47,0 godina, a drugu skupinu od 62 ispitanika su

Cinile osobe kod kojih je utvrdena kalcijska urolitijaza s medijanom dobi od 50,0 godina.

Medijan dobi kontrolne skupine jednak je medijanu dobi svih ispitanika, dok je medijan dobi
ispitanika s kalcijskom urolitijazom ve¢i od medijana dobi svih ispitanika. 1z ovih podataka
mozemo zakljuéiti da je urolitijaza bolest koja se najcesce javlja u dobi od 40. do 60. godine,

Sto je u skladu s podacima iz literature (2).

Prema kemijskom sastavu daleko su najées¢i jednokomponentni kamenci gradeni od kalcij-
oksalat monohidrata sa zastupljenoséu 52 %, zatim slijede mijeSani kalcijski kamenci gradeni
od kalcij oksalata i kalcij fosfata, odnosno hidroksikarbonat apatita. Na tre¢em mjestu prema
zastupljenosti, gledano na kemijski sastav, nalaze se kamenci gradeni od kalcij-oksalat
monohidrata i kalcij-oksalat dihidrata, a sljede¢i po zastupljenosti su kamenci gradeni od
kalcij-oksalat dihidrata u kombinaciji s hidroksikarbonat apatitom. 1za njih po zastupljenosti
su Cisti kalcij-oksalat dihidratni kamenci, a najrjeda su vrsta kalcijskih kamenaca oni gradeni
kao kombinacija kalcij-oksalat monohidrata, kalcij-oksalat dihidrata i1 hidroksikarbonat

apatita.
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Sve navedeno u skladu je s dosadasnjim istrazivanjima na ovom podru¢ju, a u prilog
predominaciji kalcij-oksalat monohidrata ide ¢injenica da je ova forma od svih poznatih
kalcij-oksalatnih forma termodinamicki najstabilnija (27). Tucak i suradnici jo§ 1989. godine
napravili su analizu kamenaca pacijenata Opce bolnice Osijek i Split i tada je dokazana
znacajna razlika u sastavu kamenaca ljudi koji Zive u Slavoniji i onih koji Zive u Dalmaciji.
Kalcij-oksalat monohidrat bio je u Osijeku prisutan u 44 % kamenaca, a u Splitu u svega 17
% (28). To potvrduje kompleksnost etiologije i patogeneze kamenaca, a jedan od bitnih

¢imbenika je svakako zivotni stil i prehrambene navike.

Prezasi¢enje urina jedan je od kljucnih Cimbenika za stvaranje kalcijskih mokraénih
kamenaca. Ranije je navedeno da je formiranje ove vrste kamenaca multiuzroc¢an i slozen
proces koji nuzno ukljucuje nukleaciju, kristalni rast, agregaciju te u konacnici, zadrzavanje

nastalih kristala na osteCenom bubreznom epitelu.

Vise sastavnica naSeg organizma utjeCe na neki od ovih procesa stvaranja kamenaca, a
mozemo ih podijeliti na promotore i na inhibitore. Dok promotori pospjeSuju stvaranje
kamenaca, inhibitori proces ili usporavaju, ili u potpunosti zaustavljaju (23). Nakon
metaboli¢ke obrade prve jutarnje mokrace analiziran je ucinak dvaju promotora, kiselosti
urina odnosno pH, te kalcija. Srednja vrijednost pH izmjerena u urinima iz skupine ispitanika
s kalcijskom urolitijazom podjednaka je onoj izmjerenoj u kontrolnoj skupini. Ispitanici iz
kontrolne skupine kao i ispitanici iz skupine s kalcijskom urolitijazom imaju kiselost urina
manju od 6,0 ¢ime je potvrdena ve¢ ranije dokazana teorija da se kalcijski kamenci stvaraju
uglavnom u kiselom urinu (3). Kalcij koji, kao drugo analizirano obiljezje, pokazuje statisticki
znaajnu razliku u pogledu koncentracije u urinu ispitanika s kalcijskom urolitijazom i
kontrolne skupine. Koncentracija kalcija u urinu zna€ajno je viSa u skupini ispitanika s
kalcijskim mokra¢nim kamencima nego u kontrolnoj skupini. Navedeno je u skladu s
istrazivanjima koja povezuju vecéu incidenciju Kalcij-oksalat monohidratnih kamenaca s
hiperkalciurijom jer ova vrsta kamenaca pokazuje vise kalcijevih iona na svojoj povrSini u

odnosu na Kalcij-oksalat dihidrat i zato ima veéi afinitet prema stanicama bubreznog epitela
(27).

Vazan faktor u procesu Kristalizacije kalcij-oksalatnih i kalcij-fosfatnih kamenaca je urinarni
citrat ¢ije je izlu¢ivanje urinom niZe u bolesnika s kalcijskim kamencima u odnosu na zdrave

osobe. Citrat, ne samo da inhibira rast tih kristala, nego inhibira i njihovu agregaciju i na taj
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nacin inhibira sam proces formiranja kamenca. Osim toga, on inhibira i heterogeni rast kalcij-

oksalata na kalcij-fosfat, odnosno hidroksikarbonat apatit (24).

Citrat se kao pojedina¢ni parametar ne moze uvijek dovesti u izravnu korelaciju s rizikom za
razvoj urolitijaze, ali je njegov inhibitorni potencijal izuzetno znacajan ako se promatra
ravnoteza izmedu promotora i inhibitora te ucinak citrata na druge inhibitorne mehanizme
mokrace, kao §to je primjerice njegov pozitivan ucinak na koncentraciju magnezija, koji

takoder djeluje kao mikromolekularni inhibitor urolitijaze.

Interakcija viSe vrsta inhibitora, primjerice utjecaj makromolekularnih inhibitora udruZen s
utjecajem mikromolekularnih inhibiora kao §to je citrat, puno je znacajniji za ukupni
inhibitorni potencijal urina i taj pristup je od kljuéne vaznosti u projektiranju profilakticke

terapije urolitijaze na temelju uzimanja inhibitora kristalizacije (26).

SloZenost procesa stvaranja kamenaca zahtijeva, uz utvrdivanje stupnja prezasi¢enja urina,
procjenu ravnoteze ¢imbenika koji promoviraju i inhibiraju kristalizaciju. To je napravljeno
na nacin da se u omjer stavila koncentracija kalcija i citrata izrazene u mmol/g kreatinina i
uoceno je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i skupine ispitanika
s kalcijskom urolitijazom. Vrijednost omjera Ca/Cit znacajno je viSa kod ispitanika S
kalcijskom urolitijazom nego kod kontrolne skupine. To pokazuje poremeéaj ravnoteze u
korist promotora Kristalizacije, odnosno ukazuje na smanjenje inhibitornog potencijala urina u

skupini ispitanika s kalcijskom urolitijazom i u skladu je literaturnim podacima (25).

Nakon svega prethodno navedenoga napravljena je univarijatna regresijska analiza s ciljem
utvrdivanja vjerojatnosti razvitka kalcijske urolitijaze kod promatranih ispitanika ocjenom
triju ¢imbenika i to pH mokrace, kalcija 1 citrata. Najjaci prediktori koji ukazuju na povecan

rizik za razvoj kalcijskih mokra¢nih kamenaca su koncentracija kalcija i citrata u mokraci.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju metabolicke obrade prve jutarnje mokrace u skupini ispitanika s kalcijskom

urolitijazom i ispitanika iz kontrolne skupine, odnosno skupine bez evidentiranih kamenaca te

analizom pojedina¢nih parametara mozemo zakljuciti:

Rezultati koncentracije kalcija dobiveni u ovom radu na temelju metabolicke obrade
prve jutarnje mokra¢e pokazuju da ispitanici s kalcijskom urolitijazom imaju veéu
prezasic¢enost urina kalcijem od osoba koje ne stvaraju kamence i podudarni su s
literaturnim spoznajama o nastajanju kamenaca, odnosno potvrduju da je

hiperkalciurija znac¢ajan promovirajuci ¢cimbenik za nastajanje kamenaca.

Citrat djeluje kao inhibitor stvaranja mokra¢nih kamenaca, a njegova uloga o€ituje se
ne samo u njegovom samostalnom inhibitornom potenciju nego i1 u znaCajnom
inhibitornom potencijalu  kojeg ima udruzenim djelovanjem s drugim

mikromolekularnim i makromolekularnim inhibitorima urolitijaze.

Indeks rizika za razvoj mokra¢nih kamenaca predstavljen kao omjer parametra koji
promovira i onoga koji inhibira stvaranje kamenaca, u ovom istrazivanje to je Ca/Cit
omjer, znacajan je za identifikaciju osoba sa sklonos¢u razvoju urolitijaze. Osobe, koje
stvaraju kalcijske mokra¢ne kamence, imaju viSu vrijednost ovog indeksa u odnosu na
kontrolnu skupinu u ¢ijim uzorcima mokrace postoji bolja ravnoteza promotora i

inhibitora kristalizacije.
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7. Sazetak

7. SAZETAK

Cilj istraZivanja: Ispitati postoji li povezanost razine citratnih inhibitora u urinu s pojavnoséu
kalcijskih kamenaca na nacin da se odrediti stupanj prezasi¢enja urina kalcijem u ispitanika s
kalcijskom urolitijazom i usporedi s rezultatima ispitanika iz kontrolne skupine, da se odredi
inhibitorni potencijal urina na temelju odredivanja koncentracije citrata te da se u konacnici

utvrdi utjecaj indeksa rizika kalcij citratnim omjerom na razvoj urolitijaze.

Nacrt studije: Studija ¢e biti ustrojena kao presjecna studija iz povijesnih podataka.

Ispitanici i metode: U istrazivanju je sudjelovalo 97 ispitanika podijeljenih u dvije skupine.
Prvu skupinu ¢inili su ispitanici s Kalcijskom urolitijazom, a drugu skupinu ¢inili su ispitanici
kod kojih nije utvrdeno stvaranje kamenaca. Promatrane varijable su: spol, dob, pH, kalcij i
citrat te sastav kamenca za ispitanike s urolitijazom utvrden metodom infracrvene

spektroskopije.

Rezultati: Medijan dobi ispitanika s kalcijskom urolitijazom uklju¢enih u istraZivanje je
iznosio 50 godina. Glavna komponenta 52 % analiziranih kamenca je Kkalcij-oksalat
monohidrat i ta ¢injenica je u pozitivnoj korelaciji s poviSenom koncentracijom kalcija u urinu
ovih ispitanika. Navedeno ide u prilog prezasi¢enosti urina kalcijem kao jednim od klju¢nih
¢imbenika koji povecéavaju rizik za razvoj kalcijskih kamenaca. U istrazivanju je kao indeks
rizika za razvoj kamenaca u omjer stavljena koncentracija kalcija i citrata i dokazano je da je

indeks veci u ispitanika s urolitijazom nego u kontrolnoj skupini.

Zakljucak: Ispitanici s kalcijskom urolitijazom imaju veéi stupanj prezasi¢enja urina

kalcijem, nizu koncentraciju citrata u urinu i veéu vrijednost kalcij citratnog omjera.

Kljuéne rijeci: bubrezni kamenac; citrat, kalcij-oksalat kristalurija; urolitijaza.

21



8. Summary

8. SUMMARY

The influence of citrate crystallization inhibitors on the formation of kidney stones

Objectives: The aim of this study was to examine whether there is correlation between the
citrate inhibitors levels with the presence of calcium stones in urine. The degree of calcium
satiation in urine was determined in patients with calcium urolithiasis and compared with the
control group in order to determine the inhibitory activity of the urine from urine citrate
levels. Finally, the aim was to determine the influence of the risk index represented by the

calcium citrate ratio on the development of urolithiasis.
Study design: The study was structured as a cross-sectional study of historical data.

Participants and Methods: The study included 97 respondents divided into two groups. The
first group consisted of respondents with calcium urolithiasis, and the second group were
respondents who did not report stone formation (control group). Variables included in the
study were as follows: sex, age, pH levels, calcium and citrate levels, and the stone
composition for patients suffering from urolithiasis, which was determined by infrared

spectroscopy.

Results: The median age of urolithiasis respondents was 50. The main component of 52 % of
the analyzed stones was calcium oxalate monohydrate, which correlates to the elevated
calcium urine concentration of the respondents. This fact corroborates the hypothesis that
calcium satiation in urine is one of the key factors in the development of calcium stones. In
the study, calcium citrate concentration ratio was considered risk factor for the development
of the stones and respondents with urolithiasis were proven to have had higher risk index that

the control group.

Conclusion: Respondents with calcium urolithiasis have higher degree of urinary excretion of

calcium, lower concentration of citrate in urine, and higher calcium citrate ratio.

Keywords: calcium oxalate crystalluria; citrate; kidney stones; urolithiasis
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