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Proces nastajanja mokra¢nih kamenaca moze se pojednostavljeno promatrati kao talozenje mineralnih sastojaka mokra¢nih
kamenaca iz kompleksne otopine. To pojednostavljenje omogucuje rasvjetljavanje mehanizama nastajanja kamenaca primjenom
fizikalno kemijskih principa nukleacije i rasta kristala u prouc¢avanju otopina sintetskih analoga njihovih glavnih sastojaka. U
ovom radu dan je pregled istrazivanja talozenja glavnih sastojaka mokra¢nih kamenaca (kalcijevih fosfata i oksalata, urata)
u jednostavnim (jednokomponentnim) i slozenim (dvo- i trokomponentnim) taloznim sustavima provedenih u nasoj grupi u
posljednjih Cetrdesetak godina, kao i rezultati preliminarnih istrazivanja talozenja u umjetnom urinu.

Kljuéne rijeci: Kalcijevi fosfati — kemija, mokracéa; Kalcijev oksalat — kemija, mokrac¢a; mokraéna kiselina — kemija, mokraca;

Mokraéni kamenci - kemija; Fizicko-kemijski procesi; Talozenje

Uvod

lako su mokra¢ni kamenci pronadeni u ljudskim ostacima
starim 7000 godina (1), etiologija njihovoga nastajanja joS$
uvijek nije do kraja razjasnjena. Nastanak i rast mokra¢nih
kamenaca slozeni je proces na koji utjecu brojni ¢imbenici,
kako termodinamicki, tako i kineticki koji obuhvacaju brzinu
nukleacije, rasta, agregacije i faznih transformacija kristala.
Utjecaj tih ¢imbenika nije nuzno jednoznacan. S obzirom da
mokraéni kamenci nastaju u otopini kompleksnoga sastava
1 njihov sastav moze biti vrlo razli¢it u usporedbi s drugim
normalno i patoloski mineraliziranim tkivima u ljudskom
organizmu (Tablica 1.), (2).

Urolitijaza se cesto povezuje s kristalurijom (1,3), pojavom
sitnih kristali¢a u mokraci prezasi¢enom s obzirom na soli koje
se najcesce pojavljuju u sastavu kamenaca (kalcijeve oksalate
i fosfate, mokra¢nu kiselinu i/ili urate itd.). Pojava kristala
u mokra¢i zamijecena je i kod zdravih osoba no kod njih su
kristali¢i sitniji, manje agregirani, pa zbog toga lakse prolaze
kroz mokracni trakt. Ve¢i kristali ili kristalni agregati mogu se
zaustaviti na stijenkama bubrega i tako postati jezgra za sam
rast kamenca. Jos jedan kljucan korak u nastajanju kamenca je
zadrzavanje kristala u organizmu koje omogucava da kristali
narastu dovoljno veliki da se zaustave u bubreznim tubulama
ili da se zadrze na urotelijumu prije izluCivanja. Finlayson
i Reid su pokazali da je vrijeme potrebno da kristali CaOx

narastu na veli¢inu pri kojoj bi bili zadrzani u bubreznim
tubulama duze od onog potrebnoga da se izlu¢e u mokraci (4).
To znaci da pojedinacni kristal nikad ne moze posti¢i dovoljnu
veli¢inu da bi bio zadrzan samo procesom rasta (5). Proces
koji se odvija dovoljno brzo i omogucuje nastajanje dovoljno
velikih Cestica u nekoliko sekundi jest agregacija (6).

Iz ovoga kratkog uvoda vidljivo je da se nastajanje mokraénih
kamenaca moZze pojednostavljeno promatrati kao talozenje iz
kompleksne otopine. I zaista mnogi fizikalno kemijski principi
nukleacije i1 rasta kristala vazni za nastajanje mokra¢nih
kamenaca, razjasnjeni su proucavanjem otopina sintetskih
analoga njihovih glavnih sastojaka (7).

U ovom radu predstavit ¢emo istrazivanja talozenja
glavnih sastojaka mokraénih kamenaca u jednostavnim
(jednokomponentnim) i slozenim (dvo- i trokomponentnim)
taloznim sustavima koja su provedena u nasoj grupi u
posljedjnih cetrdesetak godina, kao i rezultate preliminarnih
istrazivanja talozenja u umjetnom urinu. Pri tome pod
jednokomponentnim sustavima podrazumijevamo sustave ¢iji
je kemijski sastav takav da u njima mogu nastati soli koje u
svom sastavu imaju samo jednu vrstu kationa i aniona (npr.
kalcijevi fosfati, kalcijevi oksalati). U dvokomponentnim
sustavima mogu nastati dvije vrste soli koje imaju isti kation,
ali razlicite anione (npr. kalcijevi fosfati i oksalati), dok u
multikomponentnim sustavima moZze nastati vise vrsta soli.
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TABLICA 1.

Sastav nekih normalno i patoloski mineraliziranih tkiva (2)

TABLE 1.

Composition of some normal and pathological mineralized tissues in wt. (2)

?;;\S]Se/ Mineral / Crystalline components Organska matrica / organic matrix
Ukupne anorganske tvari / Total inorganic matter 70,9% Kolagen / Collagen 18,6%
— ] - Mukopolisaharid-protein kompleks /
Kalcijevi fosfati / Calcium phosphates: Mucopolysaccharide-protein
Kosti, ] . complex 0,2 - 0,4%
dentin amorfni / amorphous (ACP) Ostali proteini / resistant protein 1%
- oktakalcijev fosfat / octacalcium phosphate
Bone, (CagH(PO,);5H,0, OCP)
dentin
- nestehiometrijski hidroksi apatit / nonstoichiometric
hydroxyapatite (HA)
Voda / water 8-10%
Zubna HA 95% Lipidi / Lipid 0,6%
caklina Voda / Water 4% Razni proteini / Heterogeneous
Tooth protein 0,3 -0,4 %
enamel
Ukupni kalcijevi fosfati / Total calcium phosphates: 80% Protein-polisaharid / Protein-
- kalcijev hidrogenfosfat dihidrat / calcium polysacharide 11-17%
Zubni hydrogenphosphate dihydrate (CaHPO,-2H,0, DCPD)
karijes - OCp
Tooth - kalcijev fosfat / tricalcium phosphate (Cas(POy),, TCP)
calculus | - fluorohidroksiapatit / fluorohydroxyapatite
1. kalcijevi oksalati / calcium oxalates (CaC,0,, CaOx):
- monohidrat, vevelit / monohydrate, whewellite
(CaC,04-H,0, COM)
- dihidrat, vedelit / dihydrate, weddelite (CaC,04H,0,
COD)
2. kalcijevi fosfati / calcium phosphates:
- DCPD, OCP, TCP, HA, karbonatni apatiti / carbonate
apatite
Mokraéni | 3. magnezijevi fosfati / magnesium phosphates: Mukoprotein / Mucoprotein 2,5%
kamenci | - magnezijev hidrogenfosfat trihidrat, njuberit /
Urinary magnesium hydrogenphosphate trihydrate, newberiyte
calculi (MgHPO,43H,0)

- magnezijev amonij fosfat heksahidrat, struvit /
magnesium ammoniumphosphate hexahydrate, struvite

4. mokraéna kiselina, urati / uric acid, urates:

- anhidrid mokraéne kiseline / anhydrous uric acid
(CsH4N4O3)

- dihidrat mokra¢ne kiseline / wuric acid dihydrate
(C5H4N4O3‘2H20)

- amonijev hidrogenurat / ammonium hydrogenurate
(NH4CsH;N,05)

- natrijev hidrogenurat monohidrat / sodium
hydrogenurate monohydrate (NaCsH;N,0;-H,0)

5. cistin, ksantin i dr. / cystin, xanthin and others
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TABLICA 2.
Sastav umjetnoga urina prema referenci (40)
TABLE 2.
Synthetic urine composition after reference (40)
spoj
pel ¢/ mol dm™
compound

NacCl 0,08
NH,CI 0,025
KCl 0,03
MgCl, 0,003
Na2$O4 0,0 15
KH,PO, 0,01
Na,HPO,-2H,0 0,01
urea 0,25
NaN; 0,001

2. Jednokomponentni sustavi

Istrazivanja jednostavnih, jednokomponentnih taloznih sus-
tava daju informacije o tome u kojem koncentracijskom
podrucju reaktanata, u danim eksperimentalnim uvjetima,
nastaje talog odredenog sastava i morfologije. Kombinacija
tih istrazivanja s kinetickim istrazivanjima daje punu infor-
maciju o mehanizmima 1 uvjetima nastajanja pojedine vrste
taloga.

2.1. Kalcijevi fosfati

Talozni dijagrami sustava kalcijev klorid — natrijev fosfat
(0,15 M NacCl) pri 37°C nakon 24 sata pri pH 7,4 1 6,5 dani
su na slici 1., (8). Vidljivo je da se snizenjem pocetnog pH
poveéava topljivost taloga, tj. granica talozenja se pomice
prema visim pocetnim koncentracijama reaktanata. Podrucja
nastajanja pojedinih faza i njihova veli¢ina ovisi o po¢etnom
pH. Tako pri pH 7,4 (slika 1. a) pri vrlo niskim prezasic¢enjima
nastaju sferuliti¢ni kristalni aglomerati oktakalcijevoga fos-
fata (OCP). Pri srednjim prezasic¢enjima u podrucju I nastaju
mikrokristalni agregati u dva koraka preko amorfnoga prekur-
sora. Pri vrlo visokim prezasi¢enjima, podrucje II, nastaje
smjesa defektnoga apatita (DA) i kalcijevoga hidrogenfosfata
dihidrata (DCPD). Za razliku od toga, pri pH 6,5 (slika 1. b)
i niskim prezasi¢enjima (podru¢je I) nastaje smjesa OCP i
DCPD. Pri srednjim prezasi¢enjima (podrucje II) nastaju mi-
krokristalni agregati DA. Pri visokim prezasi¢enjima nastaje
DCPD bilo u smjesi s DA (podrucje III) ili kao dominantna
kristalna faza (podrucje IV) (8).

Da bi se objasnile opazene razlike, provedeni su i kineticki
eksperimenti koji su pokazali sljedece:

a) pri vrlo niskim prezasi¢enjima prvi korak u nastajanju
taloga jest heterogena nukleacija na prisutnim necisto¢ama

(8),

b) pri srednjim i viSim prezasi¢enjima taloZenje je
najvjerojatnije inicirano homogenom nukleacijom (9),
i odvija se u nekoliko koraka. Prvi korak je nastajanje
metastabilnoga amorfnog prekursora Ciji sastav ovisi o
uvjetima talozenja (9-14). U dodiru s mati¢nicom prekursor
se procesima starenja i hidrolize transformira, pri ¢emu,
ovisno o uvjetima talozenja, nastaju razliciti kalcijevi
fosfati.

2.2. Kalcijevi oksalati

Talozni dijagram sustava kalcijev klorid — natrijev oksalat —
natrijev klorid na pH 6,5 1 25°C nakon 24 h, kao i tipicne mor-
fologije nastalih kristala (15) dani su na slici 2. Kod niskih
pocetnih prezasi¢enja, heterogenom nukleacijom nastaju veci,
kompaktni kristali kalcijevoga oksalata monohidrata (COM)
plocastoga oblika (P, slika 2. I,). Kod srednjih prezasi¢enosti
ne mijenja se mehanizam nukleacije, ali se mijenja mehanizam
kristalnoga rasta i nastaju veliki dendriti¢ni kristali (D, slika 2.
I1). Kod visokih prezasi¢enosti homogenom nukleacijom nas-
taje veliki broj mikrokristala (M, slika 2. IIT) koji medusobno
aglomeriraju. Kalcijev oksalat dihidrat (COD, slika 2. I,) nas-
taje pri vrlo visokim prezasi¢enjima u suvisku kalcijevih ili
oksalatnih iona (15, 16). Zanimljivo da u ovom ispitanom vrlo

47



Maja Dutour Sikiri¢i suradnici: Talozenje mineralnih sastojaka mokra¢nih kamenaca u modelnim sustavima po kemijskom sastavu sli¢cnim urinima
Med Vjesn 2010; 42(3-4): 45-61

SLIKA 1.
Talozni dijagram sustava kalcijev klorid — natrijev fosfat — 0,15 M natrijev klorid pri 37°C nakon 24 sata, pH, a) 7,4 i b) 6,5.
Prema ref. 8.
FIGURE 1.
Precipitation diagram of the system calcium chloride — sodium phosphate — 0.15 M sodium chloride at 37°C after 24 h, pH, a)
7,4 and b) 6,5. After ref. &.
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SLIKA 2.

Talozni dijagram sustava kalcijev klorid — natrijev oksalat — 0,3 M natrijev klorid nakon 24 sata i mikrografije (I i II svjetlosna
mikroskopija, I1I pretrazna elektronska mikroskopija) tipiénih morfologija nastalih kristala kalcijevih oksalata: I) plocice (P)
kalcijevoga oksalata monohidrata (COM) i oktaedralne bipiramide kalcijevog oksalata dihidrata (COD), II) dendriti (D) COM,
IIT) mikrokristalini¢ni agregati (M). Prema ref. 15.

FIGURE 2.

Precipitation diagram of the system calcium chloride — sodium oxalate — 0.3 M sodium chloride after 24 h and micrographs (I
and II optical microscopy, 111 scanning electrone microscopy) of recurrent morphological types: I) calcium oxalate monohy-
drate (COM) platelets (P) and calcium oxalate dihydrate (COD) ochtaedral bipiramides, II) COM dendrites (D), I1I) micro-
crystalline agglomerates (M). After ref. 15.
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SLIKA 3.
Talozni dijagrami mokraéne kiseline i njezinih soli: a) raspodjela ¢vrstih faza u ovisnosti o pocetnoj koncentraciji mokraéne
kiseline i kona¢nom pH pri 25 i 35°C nakon 24 sata (prema ref. 18), b) talozni dijagram sustava H,U — NaOH — NaCl - H,0
pri 35°C, pH 7,5 nakon 24 sata (prema ref. 19), c) talozni dijagram sustava H,U — Ca(OH), — NaCl — H,O pri 25°C nakon 2
mjeseca (prema ref. 20). H,U — mokra¢na kiselina, H,U-2H,O — mokrac¢na kiselina dihidrat, NaHU-H,O — natrijev hidrogen-
urat monohidrat, Ca(HU), 6H,O - kalcijev urat heksahidrat.

FIGURE 3.

Precipitation diagrams of uric acid and its salts: a) distribution of solid phases as function of initial uric acid concentration and

final pH at 25 and 35°C after 24 h (after ref. 18), b) precipitation diagram of the system H,U — NaOH — NaCl — H,O at 35°C,
pH 7.5 after 24 h (after ref. 19), c) precipitation diagram of the system H,U — Ca(OH), — NaCl — H,O at 25°C after 2 month

(after ref. 20). H,U —uric acid, H2U-2H,0 — uric acid dihydrate, NaHU-H,O — sodium hydrogenurate monohydrate, Ca(HU),

6H,0 - calcium hydrogenurate hexahydrate.
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SLIKA 4.

Talozni dijagram sustava Ca(OH), — H,PO, - H,C,0, — NaCl (0,3 M)- H,0O pri pH 6,5 i nakon 24 h pri: a)25 i b)37°C.
Oznake: Ox - COM + COD (oksalati — kalcijev oksalat monohidrat + dihidrat, OCP_— sferuliti¢ni agregati oktakalcijevoga
fosfata, OCP, — mikrokristali oktakalcijevoga fosfata. Osjen¢ana podrucja odgovaraju slabom taloZenju tesko vidljivih
Cestica. Prema ref. 25.

FIGURE 4.

Precipitation diagrams of the system Ca(OH), — H,PO, — H,C,O, — NaCl (0.3 M)~ H,O at pH 6.5 after 24 h at: a) 25 and
b)370C. Designations: Ox - COM + COD (oxalates — calcium oxalate monohydrate and dihydrate), OCP_— octacalcium phos-
phate spherulitic aggregates, OCP _— octacalcium phosphate microcrystals. Dashed line shadings designate light precipitation
of barely visible particles. After ref. 25.
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sirokom koncentracijskom podru¢ju reaktanata nije detektiran
kalcijev oksalat trihidrat (COT) koji se iako rjede pojavljuje u
mokra¢nim kamencima. U modelnim sustavima COT nastaje
uz magnetsko mijesanje (17).

2.3. Mokracéna kiselina i njezine soli

Talozni dijagrami sustava u kojima nastaju mokracna kiselina
(18), natrijev hidrogenurat monohidrat (19) i kalcijev hidro-
genurat heksahidrat (20) dani su na slici 3.

U sustavu H,U — HCI — NaOH - H,O pri 25°C i 37°C nakon
24 sata (slika 3. a) ovisno o prezasi¢enosti i temperaturi nas-
taju termodinamicki stabilan anhidrid (H,U), termodinamicki
nestabilan dihidrat (H,U-2H,0) i/ili njihova smjesa. Kristali
dihidrata su stabilni na sobnoj temperaturi i u vremenskom
razdoblju od 24 sata, dok se pri fizioloskoj temperaturi trans-
formiraju u stabilniji anhidrid (18, 21, 22).

U sustavu H,U — NaOH - NaCl - H,O pri pH 7,5 i 35°C nakon
24 h (slika 3. b) nastaju obje morfoloske faze natrijevoga hi-
drogenurata monohidrata (NaHU-H,0), amorfni i/ili koloidni
koji je prekursorska faza (slika 3. b), faza A) te iglicasti krista-
li (slika 3. b), kut) koji nastaju pri visokim prezasic¢enjima koja
se ne pojavljuju u mokraci (19,21-23).

U sustavu H,U — Ca(OH), — HCI - H,O pri 25°C nakon 2
mjeseca (slika 3. ¢) sastav taloga ovisi o pH. PripH=7 - 10
nastaju Cisti kristali kalcijevoga urata heksahidrata (Ca(HU),
6H,0). Pri pH < 7 uz njih nastaje i mokracna kiselina, a pri
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pH > 10 nastaje smjesa kristala kalcijevoga urata heksahidrata
i kalcijevoga karbonata (20, 23, 24).

3. Dvokomponentni taloZni sustavi

Talozni sustavi u kojima taloze dvije komponente prvi su ko-
rak u priblizavanju uvjetima in vivo. lako jos uvijek relativno
jednostavni, ti sustavi daju vazne podatke o interakcijama
dviju skupina spojeva koji su najéesci sastojci bubreznih ka-
menaca. Do sada su istrazeni talozni sustavi:

* kalcijevi oksalati i fosfati (sustav Ca(OH), — H,PO, —
H,C,0, - NaCl - H,0), (25),

* kalcijevi oksalati i mokra¢na kiselina (sustav CaCl, —
H,C,0,-H,U-NaCl (0,3 mol dm”)- H,O pH 6,55, 37°C),
(26-28),

* kalcijevi fosfati i mokra¢na kiselina (sustav CaCl, — H,PO,
(2,5:10* mol dm™) — H,U — NaCl (0,3 mol dm*) — H,O pH
7,0,37°C), (26- 28).

U taloznim sustavima mokraéne kiseline i kalcijevih oksalata
ili kalcijevih fosfata izraCunata su i prezasic¢enja koriste¢i u
tu svrhu napisani kompjutorski program. Opis toga programa
dan je u dodatku. Izra¢unavanje prezasi¢enja otopine Cesto se
koristi za predvidanje o tome hoce li odredeni talog nastati u
danim uvjetima. Taj pristup od velikoga je interesa i za pre-
venciju nastanka mokra¢nih kamenaca, odnosno omogucuje
da se na temelju sastava mokrace procijeni je li neka osoba
potencijalni stvaralac kamenaca ili nije. Kompjutorski progra-
mi koji omogucéuju da se na temelju nalaza sastava mokrace
izraunaju prezasic¢enja (kao i ionski aktiviteti, koncentraci-
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SLIKAS.
Raspodjela ¢vrstih faza nastalih u sustavu CaCl, — H,C,0, — H,U — NaCl (0,3 mol dm?) — H,0 na 37°C nakon a) 24 sata i b)
14 dana. COM - kalcijev oksalat monohidrat, COD - kalcijev oksalat dihidrat, NaHU-H,O — natrijev hidrogenurat monohidrat.
Prema ref. 26.
FIGURE 5.
Distribution of solid phases formed in the CaCl, — H,C,0, — H2U — NaCl (0.3 mol dm?) — H,O system at 37°C after a) 24
hours and b) 14 days. COM — calcium oxalate monohydrate, COD - calcium oxalate dihydrate, NaHU-H,O — sodium hydro-
genurate monohydrate. After ref. 26.

HogolHY) / ma d)

dogleH)/ el o)

b)

je iona itd.) za glavne sastojke mokra¢nih kamenaca, a koji
su danas najpoznatiji i najcesc¢e koristeni EQUIL2 (29, 30) i
SEQUIL (31, 32).

3.1. Kalcijevi oksalati i fosfati

Talozni dijagrami sustava Ca(OH), — H,PO, — H,C,0O, — NaCl

27274

—H,0 pri pH 6,5 i na 25 i 37°C nakon 24 h (25) dani su na
slici 4.

Detaljno istrazivanje utjecaja koncentracija reaktanata i
vremena starenja na sastav i morfologiju taloga u navedenom
sustavu pokazalo je da su glavni talozni produkti COM, COD,
OCP, DCPD 1/ili njihove smjese. Sastav nastalih smjesa ovisi
o koncentraciji reaktanata i o temperaturi. I dok talozenje
kalcijevih fosfata inhibira talozenje kalcijevih oksalata,

kalcijevi oksalati ne utjeCu niti na talozenje niti na topljivost
kalcijevih fosfata. Uzrok tome je adsorpcija fosfatnih iona na
kristale COM (25).

3.2. Kalcijevi oksalati i mokracna kiselina

Talozni dijagrami sustava CaCl, — H,C,0, — H,U — NaCl (0,3
mol dm”)- H,O pH 6,55, 37°C (26) dan je na slici 5.

Pri koncentracijama mokraéne kiseline manjim od fizioloske
istalozio se samo COM u obliku heksagonskih plocica (slika
5. a). COD nije bio detektiran. Racuni prezasi¢enja pokazali
su da je u tim sustavima prezasi¢enost u odnosu na urate manja
od 1. Pri niskim koncentracijama iona kalcija i oksalata, a pri
visim koncentracijama mokraéne kiseline (> 310~ mol dm)
nakon 24 sata nastaje samo NaHU-H,O, a nakon 14 dana (slika
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SLIKA 6.

Raspodjela ¢vrstih faza nastalih nakon 24 sata u taloznom sustavu H,PO, (2,5-10 mol dm*) — CaCl, — H,U — NaCl (0,3 mol
dm) — H,O pri pH 7,0 na 37°C. pH,  — konac¢ni pH, TCPH — kalcijev fosfat hidrat, OCP — oktakalcijev fosfat, DCPD — kalci-
jev hidrogenfosfat dihidrat, NaHU-H,O — natrijev hidrogenurat monohidrat, H,U — mokrac¢na kiselina. Prema ref. 26.
FIGURE 6.

Distribution of solid phases formed after 24 hours in the H,PO, (2.5:10” mol dm**) — CaCl, — H,U — NaCl (0.3 mol dm™) - H,0O
system at pH 7.0 and 37°C. pH,  — final pH, TCPH — calcium phosphate hydrate, OCP — octacalcium phosphate, DCPD — cal-
cium hydorgenphosphate hydrate, NaHU-H,O — sodium hydrogenurate monohydrate, H,U — uric acid. After ref. 26.

PHo

5.b) talozi i COM (26,28). Zasto prisutnost mokracne kiseline
u koncentracijama > 3-10~* mol dm™ inhibira nastajanje COM
nije sasvim jasno. U literaturi nailazimo na kontradiktorne
podatke; od toga da urati mogu posluziti za epitaksijalni rast
oksalata, do toga da djeluju kao inhibitori njihovoga rasta
(33,34). Niti u jednom slucaju nije razjasnjen mehanizam
interakcije urata i oksalata.

3.3. Kalcijevi fosfati i mokraéna kiselina

Talozni dijagrami sustava CaCl, — H,PO, (2,5-107 mol dm”)
—H,U —NaCl (0,3 mol dm™) — H,O pH 7,0, 37°C (26) dan je
na slici 6.

U ovom sustavu koncentracija fosfata odgovara prosjec¢noj
koncentraciji fosfata u urinu, dok su koncentracije iona
kalcija 1 mokraéne kiseline varirane tako da odgovaraju
koncentracijama kalcija i mokra¢ne kiseline nizim, prosje¢nim
1 viSim u odnosu na one u mokraci. Pri najnizoj koncentraciji
iona kalcija nastala je mala koliCina slabokristalnog taloga
¢iji sastav nije mogao biti odreden. Pove¢anjem koncentracije
iona kalcija prvo nastaje smjesa kalcijevoga fosfata hidrata
(TCPH) i OCP, zatim sam OCP, a pri najviSim koncentracijama
kalcija smjesa OCP i DCPD (slika 6).

Promjena pH koja prati talozenje fosfata raste u nizu TCPH
< OCP < DCPD, odnosno ona je to veca Sto je koncentracija
kalcija veca. To je razumljivo jer talozenje kalcijevih fosfata
uzrokuje promjenu pH, koja je to veca $to nastaje vise taloga.
Pri koncentracijama mokraéne kiseline ve¢im od 3-10- mol
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: talo
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dm” u smjesi s fosfatima istaloZio se i NaHU-H,O, odnosno
mokraéna kiselina, kada je kona¢ni pH pao ispod 5,5. Mo-
kraéna kiselina nije utjecala na vrstu i morfologiju istalozenih
fosfata, ali je pove¢anjem njezine koncentracije porastao udio
OCP u smjesi (26,28).

Racuni prezasi¢enja pokazali su da bi u sustavima trebala na-
stati smjesa DCPD, TCPH, hidroksi apatit (HA) i NaHU-H, 0,
a prezasicenje u odnosu na OCP, H,U i H,U-H,O uvijek je bilo
manje od 1 (26,28). Poznato je da vrlo ¢esto OCP i DCPD
zbog kinetickih faktora nastaju prije HA, iako je prezasi¢enost
sustava u odnosu na njih manja nego u odnosu na HA (35).

Distribucija istalozenih fosfata nije sasvim u skladu s prethod-
nim istrazivanjima (8). U podrucju u kojem bi prema obja-
vljenom taloznom dijagramu (8) trebao nastati defektni apa-
tit, sam ili u smjesi s DCPD, u nasem slucaju nastaje smjesa
TCPH i OCP, ili sam OCP. Razlika u ta dva talozna sustava je
u pocetnom pH i ionskoj jakosti: pH 7,0 i 0,3 mol dm™ NaCl
(26, 28) u odnosu na pH 7,4 i 0,15 mol dm™ NaCl (8). Osim
toga, u ref. 8. defektni apatit nije bio dovoljno okarakteriziran.

4. Trokomponentni taloZni sustav

U nastojanju da se Sto viSe priblizimo uvjetima u mokraci,
barem $to se tice glavnih soli, istrazili smo taloZenje u mod-
elnom sustavu CaCl, - H,C,0, - H,PO, - H,U — NaCl - H,O
(slika 7.). To je bio prvi opisani modelni sustav koji sadrzi
sve glavne anorganske komponente mokra¢nih kamenaca (26,

28). Koncentracija fosfata i oksalata bila je jednaka prosjec¢noj
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SLIKA 7.

Raspodjela ¢vrstih faza nastalih u sustavu CaCl, — H,C,0, (3-10* mol dm?) — H,PO, (2,5-10* mol dm? )- H,U — NaCl (0,3
mol dm~) — H,O na 37°C nakon 24 sata. m - sustavi u koje je dodana mokra¢na kiselina, 0 - sustavi u kojima nije bila dodana
mokracna kiselina, ®- sustavi u kojima je uz fosfate istalozio i NaHU-H,O. x - prosje¢na koncentracija mokracne kiseline u
mokraci. Zadebljanje na ordinati oznacava raspon prosjecnih koncentracija iona kalcija u mokra¢i. TCPH — kalcijev fosfat hid-
rat, DCPD — kalcijev hidrogenfosfat dihidrat, NaHU-H,O — natrijev hidrogenurat monohidrat. Prema ref. 28.
FIGURE 7.

Distribution of solid phases formed in the CaCl, — H,C,0, (3-10* mol dm?) — H,PO4 (2.5-10* mol dm* )- H,U — NaCl (0.3
mol dm?) system at 37°C after 24 hours. 0 — no added uric acid, m — adeed uric acid, ®- precipitate with crystals of the phos-
phates and NaHU-H,O. Physiological concentrations of uric acid and calcium in urine are indicated by the asterix and dashed-
line shadings, respectively. TCPH — calcium phosphate hydrate, DCPD — calcium hydorgenphosphate hydrate, NaHU-H,O
— sodium hydrogenurate. After ref. 28.
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koncentraciji u urinu (c¢(H,PO,) = 2,5:107 mol dm”, ¢(H,C,0,)
=3-10"* mol dm™). Na slici 7. nalazi se dijagram koji prikazuje
distribuciju ¢vrstih faza nastalih nakon 24 sata. Jednaka distri-
bucija dobivena je i nakon 14 dana.

Pri koncentracijama mokraéne kiseline nizim od 3-10° mol
dm? istalozili su samo kalcijevi fosfati. Pri vi$oj koncentraciji
kalcija nastao je DCPD u obliku plocica, a pri nizoj TCPH
(slika 7.). TaloZenje TCPH ili njegove smjese s NaHU-H,O nije
uzrokovalo znacajniju promjenu pH, za razliku od talozenja
DCPD. To sto oksalati u nasem sustavu nisu nastali u skladu je
s rezultatima dobivenim u sustavu Ca(OH), - H,PO,—H,C O,
— NaCl (0,3 mol dm”) — H,O, pH, 6,5 na 37°C (25) koji su
pokazali da fosfati inhibiraju taloZenje oksalata.

Racuni prezasi¢enja radeni uz pretpostavku da u otopini ne
nastaju kompleksi kalcijevih oksalata pokazali su da bi u
svim slucajevima trebala nastati smjesa DCPD i TCPH, a
NaHU-H,O bi se trebao istaloziti u sustavima u kojima je
koncentracija mokraéne kiseline > 3-10° mol dm™. Rezultati
istrazivanja za NaHU-H,O, za razliku od fosfata, dobro se
slazu s izraCunatim. Izraunate vrijednosti prezasi¢enosti za
kalcijeve oksalate (< 1) pokazuju da oni ne bi trebali nastati,
Sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala
da fosfati inhibiraju taloZenje oksalata (25).

4.1. Karakterizacija TCPH

Rentgenogram i morfologija (slika 8.a)) TCPH nastaloga u
sustavu CaCl, — H,C,0, (3-10* mol dm”) — H,PO, (2,5:10°
mol dm? ) — H,U — NaCl (0,3 mol dm?) — H,O na 37°C poka-
zao je da se radi o materijalu sli¢cnom mineralu kostiju (slika
8. ¢). Kemijska i termogravimetrijska analiza ukazuje da se
radi o spoju sastava Ca,(PO,),nH,0 (2 < n < 3) koji sadrzi
primjese HA (36). Prema literaturi (37,38) takvi materijali
su se do sada dobivali samo pri povisenim temperaturama ili
djelovanjem mikrovalova (slika 8. b).

5. Utjecaj citrata na taloZenje kalcijevih oksalata u umjet-
nom urinu

Korak dalje u priblizavanju realnim uvjetima u organizmu jest
proucavanje taloZzenja u umjetnom urinu, mediju koji sadrzi
vecinu anorganskih komponenti mokrace i neke male organ-
ske molekule i ione kao S$to su urea i citrat. Na Zalost, rezultati
tih istrazivanja ¢esto nisu usporedivi jer razli¢iti autori izabiru
umjetni urin sastava prilagodenog cilju njihovih istrazivanja.
Burns i Finlayson (39) pokusali su unijeti malo reda predlo-
zivsi sastav standardnoga referentnog umjetnog urina. Veéina
umjetnih urina u svom sastavu sadrzi: ureu, natrijev i/ili kali-
jev klorid, natrijev sulfat, magnezijev sulfat, razli¢ite natrijeve
fosfate, natrijev oksalat, kalcijev klorid, citrat.
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SLIKA 8.

Rentgenogrami praha i morfologija a) kalcijevoga fosfata hidrata nastaloga u sustavu CaCl, — H,C,0, (3-10* mol dm"”) —
H,PO, (2,5:10?mol dm™ )- H,U — NaCl (0,3 mol dm™) — H,O mikrovalova (prema ref. 36), b) materijala slicnoga mineralu
kostiju dobivenoga djelovanjem mikrovalova (prema ref. 38), ¢) minerala kostiju (podruéje 26 = 20°-40°).

FIGURE 8.

XRD powder patterns and morphology of a) calcium phosphate hydrate formed in the CaCl, — H,C,0O, (3:10* mol dm™) —
H,PO, (2.5-107 mol dm? )- H,U — NaCl (0.3 mol dm~) — H,O system (after ref. 36), b) material similar to the bone formed by
microwave irradiation (after ref. 38), c) bone mineral (region 26 = 20°-40°).
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Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je talozenje COM u
umjetnom urinu inhibirano, a taj efekt je pojacan u prisutnosti
polifosfata i poliakrilata (40). Usporedbom brzina nukleacije
u sustavima koji su sadrzavali razli¢ite kombinacije kompo-
nenata umjetnoga urina ustanovljeno je da ioni natrija, ka-
lija, amonija, te kloridi i sulfati ne utjecu na ukupnu kineti-
ku talozenja u umjetnom urinu, u kojem je taloZenje za red
veli¢ine bilo sporije od taloZenja u ¢istom sustavu. S druge
strane ioni citrata inhibiraju taloZenje i u umjetnom urinu i
u Cistom sustavu (41,42). U umjetnom urinu su talozila sva
tri hidrata kalcijevoga oksalata (42,43). Pokazana je i vaznost
prisustva ¢vrstih necistoca za nastajanje COM (42), te prisus-
tva fosfata i mokracne kiseline kao dobrih heteronukleusa za
nastajanje kamenaca kalcijevih oksalata (44).

Takoder je ustanovljeno da od fosfata u umjetnom urinu taloze
DCPD i HA, a na njihovo nastajanje utjeu ioni magnezija
(45). loni citrata takoder znacajno inhibiraju talozenje fosfata
(406).

U ovom dijelu nasih istrazivanja cilj je bio odrediti utjecaj ci-
trata na talozenje kalcijevih oksalata u umjetnom urinu (26).

Sastav umjetnoga urina (prema referenci (40) dan je u tablici 2.
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Utjecaj iona citrata ispitan je u podruc¢ju koncentracija ok-
salata 1-10* - 3-10° mol dm?, te iona kalcija 4-10 - 1107
mol dm™. Koncentracije iona citrata bile su 0 (kontrola, slika
9. a) 2-107 (fizioloska), (slika 9. b)) i 6-:10~* mol dm3 (slika 9
.c) u umjetnom urinu u kojem su ioni magnezija bili prisutni u
fizioloskoj koncentraciji (3-10° mol dm). Rezultati nakon 1
sata sumirani su na slici 9. U prisutnosti iona citrata eksperi-
mentalno odredena granica talozenja pomice se prema visim
vrijednostima koncentracija iona kalcija i oksalata, osobito
ako je koncentracija iona citrata visa (slika 9. c). Taj se efekt
moze objasniti time Sto citrat kompleksira kalcij. Da je citrat
efikasan inhibitor nastajanja kalcijevih oksalata pokazala su i
druga istrazivanja u sli¢nim uvjetima (40-42) i u mokraci (47).
Racun prezasicenja (pomocu programa EQUIL) potvrduje te
rezultate. Racuni prezasic¢enja pokazali su da do talozenja dol-
azi pri prezasi¢enjima iznad 5 za COM 1 iznad 4 za COD.

Ioni citrata nisu promijenili morfologiju nastalih taloga, Sto je
u skladu s prije objavljenim rezultatima (48) koji su pokazali
da se ioni citrata nespecificno adsorbiraju na plohe COM.
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SLIKA 9.

Dijagrami talozenja kalcijevih oksalata u umjetnom urinu, pH 6,00 i na 37°C nakon 1 sata. Koncentracija citrata a) 0, b) 0,002
mol dm?, ¢) 0,006 mol dm=. COM - kalcijev oksalat monohidrat, COD — kalcijev oksalat dihidrat. Linija predstavlja granicu

talozenja.

FIGURE 9. Precipitation diagrams of calcium oxalates in synthetic urine at pH 6.00 and 37°C after 1 hour. Citrate concentra-
tion a) 0, b) ) 0.002 mol dm=, ¢) 0.006 mol dm3. COM - calcium oxalate monohydrate, COD - calcium oxalate dihydrate.
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TABLICA 3.
Konstante stabilnosti kompleksa na 37°C i ionskoj jakosti O koriStene za racun prezasi¢enja
TABLE 3.
Stability constants of complexes at 37°C and ionic strenght 0 used calculation of supersaturation
ravnoteza konstanta
e Ref.
equilibrium constant
H;PO, <=—>= | H'+H,PO, |K;=62210" (49)
H,PO, ~—— |H' +HPO, |K,=6,1810" |(49)
HPO ;~ === |H'+PO, |K:i=68410" | (49)
Ca® +H,PO, | ==———= | CaH,PO, K4 =6,93 (49)
Ca® +HPO; | =—— | CaHPO| Ks =355 (49)
Ca® +PO; = | caPO, K = 2,90-10° (49)
H,U = |H +HU K;=3,6310" (18)
HU — |H' +U” Ks=3,09-10"" | (50)
H,C,04 = |H +HG0, | Ks= 4,79-10° (51)
HC,0, =——= |H +C,0; |K,=53710" | (5]
CaZ++ CZO 4217 ~——————— Ca Czog K]l :2,88'10’2 (51)
Zakljucak Dodatak — opis kompjutorskoga programa koriStenoga za

Fizicko-kemijska istrazivanja, iako se uglavnom temelje na
jednostavnijim modelnim sustavima, pruzaju mnostvo infor-
macija o osnovnim procesima na kojima se temelji nastajanje
mokraénih kamenaca.

Danas postaje sve jasnije da je za uspjesnu prevenciju i
lijecenje bolesti bubreznih i/ili mokraénih kamenaca potrebno
povezati bazicna, predklinicka i klinicka istrazivanjima, a za
to je potrebna ucinkovita suradnja kemicara i lijecnika.

Zahvala
Zahvaljujemo na potpori Ministarstvu znanosti, obrazovanja i

$porta Republike Hrvatske (projekti 098-0982915-2949, 098-
0982904-29511219-2192190-2069).
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ratunanje prezasi¢enosti u modelnim taloZnim sustavima
CaCl, - H,C,0, - H,U - 0,3 mol dm” NaCl - H,0 i CaCl,

272 4
~H,PO, - H,U - 0,3 - H,0 mol dm* NaCl

4
Za racunanje prezasic¢enosti u modelnim taloznim sustavima
CaCl, - H,C,0, — H,U - 0,3 mol dm” NaCl - H,O i CaCl, -
H,PO, - H,U — 0,3 mol dm” NaCl - H,O koristen je kompju-
torski program napisan u tu svrhu (26). Program iz poznatih
ukupnih pocetnih koncentracija reaktanata, pH, konstanti
stabilnosti kompleksa (tablica 3.) i konstanti produkta toplji-
vosti (tablica 4.) racuna koncentracije ionskih vrsta, produkte
ionskih aktiviteta i prezasi¢enja. Racun zapocinje s pret-
postavkom da je ionska jakost 0, a koeficijenti aktiviteta 1, te
s konstantama koje su ili odredene na / = 0, ili korigirane na
tu vrijednost ionske jakosti. [onske koncentracije izracunate u
prvom krugu racuna koriste se za izracunavanje nove ionske
jakosti, iz koje se pomocu Davisove modifikacije prosirene
Debye-Hiickeleove jednadzbe izraCunavaju novi koeficijenti
aktiviteta, f

f 3
[/moldm™ 37/ moldm)

~log f; = Az}
(1+\/1/moldm3 )
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TABLICA 4.
Konstante produkta topljivosti fosfata, oksalata i urata na 37°C koristene za ra¢un prezasi¢enja
TABLE 4.
Phosphates, oxalates and urates solubility products at 37°C used in calculation of supersaturation

Spoj

Compound

Formula Ky Ref.

kalcijev hidrogenfosfat dihidrat
calcium hydrogenphosphate
dihydrate

DCPD

CaHPO42H,0 2,24:107 | (52)

Fosfati -
kalcijev fosfat

Phosphates | calcium phosphate
TCP

Cay(POy), 2,83-107° | (53)

oktakalcijev fosfat
octacalcium phosphate

OCP

CasH(PO,); 1,99-10% | (54)

kalcijev oksalat monohidrat
calcium oxalate monohydrate

Oksalati COM

CaC,04H,0 2,26:107 | (55)

Oxalates | yaicijev oksalat dihidrat

calcium oxalate dihydrate

COD

CaC,0,2H,0 3,63-10° | (56)

mokracna kiselina
uric acid

H,U

CsH4N,0; 2.20:10° | (57)

mokraéna kiselina dihidrat
Urati L
uric acid dihydrate

Urates H,U-2H,0

CsHy,N,0;2H,0 | 2.25:10° | (18)

natrijev hidrogenurat monohidrat
sodium hydrogenurate
monohydrate

NaHU-H,0O

NaCsH;N,05H,0 | 6:107 (58)

A je konstanta koja ovisi o relativnoj permitivnosti i tempe-
raturi, a na 37°C iznosi 0,5242, [ je ionska jakost, a z, na-
bojni broj iona. Pomoc¢u njih se zatim korigiraju konstante
ravnoteze, npr. za disocijaciju kiseline HA konstanta disoci-
jacije na ionskoj jakosti /, K, bit ¢e ova:

K

K =0
TR

gdje je K, konstanta na [ = 0, a f, koeficijent aktiviteta za
jednovalentne ione. S korigiranim konstantama ponovo se
racunaju ionske koncentracije. Iteracija se zavrSava kada
je razlika vrijednosti ionskih jakosti dva uzastupna kruga
racuna manja od 0,01%, Sto je i u skaldu s eksperimentalnim
pogreskama. Obicno je bilo potrebno manje od 10 iteracijskih
krugova da se postigne zeljeno slaganje. Koncentracije ion-
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skih vrsta racunate su na temelju konstante stabilnosti kom-  Svi aktiviteti uratnih ionskih vrsta izraZeni su preko HU", Sto
pleksa i pocetnih koncentracija reaktanata. daje:

Aktiviteti (umnozak koncentracije iona i odgovarajuéega koe- [H* J
ficijenta aktiviteta, uglate zagrade) svih fosfatnih ionskih vrsta [H,U]=
izrazene su preko aktiviteta iona H,PO, i Ca*":

[] [v 1= [Ef] [HU] (19

K [HU] (18)

[H,PO,]= e [H,PO; | 3
SH] K
: K . H,U.,,,=| HU 1+—=2=
[HPOﬂ:ﬁ[HZPOJ @ 2Uror [ ]{ K + +[H*] (20)
K,K - H,Uq o
PO} |[=—=2=[ H,PO; HU |/
[ 4} [qu[ 2 4} (5) [ ] |:H+j|+1+ K, @1
o x Koo [H]
[ CaH,PO; |= [ﬁj [Ca |[H,PO, | ()
[CaHpog]:K4 [Cazq[HzPO;] ) Aktiviteti svih oksalatnih ionskih vrsta bile su izrazene preko
koncentracije iona Ox*:
[CaPO%J‘IEZIi@[Ca%][HzPOJ ®)
2
H+
[H20X]=[KK] [0x™] (22)
Ukupne koncentracije kalcija i fosfora su: o
H+
[HOX-}—[K ][OXZ-] 23)
Cam_caz+{H[Hm[ﬁffj Kﬁﬂ] 0 :
[Cano]=K11 [Ca%][Oxz’} (24)
_ - |:H+} Kz Ksz 2+ [Kva KzKlKﬁ]
PT()T_ HzPO4 —=+1 T 3 C = K4 2 + +
[ ]é T e T ) H,Ox o =[ 0% | LN L [ca* Tt (s)
2 TOT KgKlo KIO 11
Neka su:
eka su [Caﬁ]: Caop 6
14K, | Ox*
B:K2K5 +K +K2K3K6 ! “|: * :|
O .
D:[H J +[H J+1 (27)
L K KK KK, K
Ko W] ] _
E=K, Caro; (28)
AA=B-C (13)
F=D-K,, (29)
BB=C+B[Cro;-Pror|  (14)
G=D+E-K, H,0X 1 (30)
CC="P,, (15)
H=-H,0% 14 (€1Y)
- o o . .
Slijedi da su aktiviteti slobodnih iona Ca** i H,PO [OXZ_]Z Gt m -
2-F
(e
[1+[H,PO; |xB]
Iz izracunatih ionskih aktiviteta izraunati su produkti akti-
[H PO" ]: -BB+VBB’-4xAAXCC a7 viteta (IAP) prema sljede¢im jednadzbama:
2 4 2><AA
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DCPD AP=[Ca” |-[HPO} | (33
OCP  I4P=[Ca™ ’ -[POZ‘T [H'] 64
TCPH up=[ca* [P0} )
coMm 4P =[Ca™ |-[Ox™ ] (36)
coD 4P =[Ca™ |-[Ox™ ] 37)
NaHU-H,0 I4P=[Na’ |-[HU" ] (38)
H,U2H,0 AP =[H"|-[HU" ] (39)
H,U 4P =[H" |-[HU | (40)

Prezasi¢enja su dobivena dijeljenjem produkata aktiviteta
iona s odgovarajuéim konstantama produkta topljivosti, te
vadenjem odgovarajucega korijena (npr. petoga za TCPH).

10.

11.

12.
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Original scientific paper

ABSTRACT

Urinary stone formation can be simplified to precipitation of its principle components from complex solution. This approach
enables elucidation of urinary stone formation mechanisms by applying physico-chemical principles of nucleation and crystal
growth in investigating model systems of urinary stones formation. In this paper an overview of investigation of precipitation
in simple and complex model systems containing calcium phosphates, calcium oxalates, urates or their mixtures conducted in
our group in past forty years has been given, as well as preliminary results of investigations of calcium oxalate precipitation in
artificial urine.

Key words: Calcium phosphates - chemistry, urine; calcium oxalate - chemistry, urine; Uric acid - chemistry, urine; urinary
calculi — chemistry; Physicochemical processes; Chemical precipitation
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