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SAZETAK

Urin je teku¢i nusprodukt koji se izlucuje iz bubrega procesom koji se naziva uriniranje,
odnosno mokrenje. Nastaje procesom filtracije iz viska vode i otpadnih metabolic¢kih
produkata te je glavna izlu¢evina mokra¢nog sustava. Regulacijom uklanjanja otpada
putem urina, osmolalnosti plazme i volumena krvi, tijelo koriste¢i samo jedan proces

obavlja mnoge funkcije.

Sustav za stvaranje, pohranu i prijenos urina se naziva mokraéni sustav kojeg ¢ine razliciti
organi, mi$iéi i zivci koji djeluju kao cjelina. Dijelovi mokraé¢nog sustava su: dva bubrega,
dva mokracovoda, mjehur i mokraéna cijev. Bubrezi su organi koji imaju oblik graha i
veli¢ine su stisnute Sake te se u njima stvara urin. Svaki bubreg je preko mokra¢ovoda,
cijevi koja crpi urin iz bubrega, povezan s mjehurom gdje se urin doveden mokra¢ovodom
skladisti prije nego se ukloni iz organizma. Kada se u mjehuru nakupi dovoljna koli¢ina
urina, odredeni zivci $alju signal mozgu da je vrijeme za uriniranje pri ¢emu se mjehur

prazni preko mokraéne cijevi koja je smjeStena na dnu mjehura.

S obzirom da je u normalnim uvjetima urin sterilan, odnosno ne sadrzi bakterije, koristi se
u dijagnosticke svrhe kako bi se iskljucili ili otkrili poremecaji rada bubrega i mokraénog
trakta. Upravo se preko razli¢itih fizikalnih 1 kemijskih komponenata daje uvid u
metaboli¢ke procese koji se odvijaju u organizmu te na temelju toga uspostavlja odredena
dijagnoza. To se postize analizom urina koja uklju€uje provjeru koncentracije, sadrzaja 1

izgleda urina, odnosno razli¢itih fizikalnih i kemijskih svojstava.

Kljuéne rije€i: umjetni urin, kalcijev oksalat, COM, COD, urino-analiza



ABSTRACT

Urine is a liquid byproduct which is excreted from kidneys by a process called urination. It
is formed by filtration of excess water and waste metabolic products and represents the
main secretion of the urinary tract. By waste disposal regulation through urine, plasma

osmolality and blood volume, body performs many functions using only one process.

Urinary system is the system that produces, stores and eliminates urine and consists of
different organs, muscles and nerves that make one complex. Urinary system consists of
two Kkidneys, two ureters, bladder and urethra. The kidneys are bean-shaped organs each
about the size of a fist where urine is formed. Each kidney is connected to a bladder by
ureter, tube that draws urine from kidneys, where urine is stored before it is disposed from
organism. When the bladder is filled with enough amounts of urine, the nerves are sending
a signal to the brain for urination while bladder empties through urethra which is located at
the bottom of the bladder.

Under normal conditions, urine is sterile and does not contain any bacteria so it is used in
diagnostic purposes to exclude or reveal kidney and urinary tract disorders. It gives insight
into metabolic processes through different physical and chemical components that take
place in organism and based on that, diagnosis is being set up. That is achieved with
urinanalysis which includes analysis of urine concentration, content and appereance, also

analysis of different physical and chemical properties.

Keywords: artifical urine, calcium oxalate, COM, COD, urinanalysis
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1. UvOoD

Bubrezni kamenci su agregati mikrokristala koji sadrze mineral kalcijev oksalat
monohidrat te su uobicajen klini¢ki problem koji uzrokuje otkazivanje bubrega.
Mehanizam nastajanja bubreznih kamenaca je jos uvijek nedovoljno istrazen pa se upravo
zbog toga pripravlja umjetni urin u laboratoriju pomoc¢u kojeg se provode razli¢ita
istrazivanja. Bubrezni kamenci mogu usvojiti razli¢ite morfologije te prolaskom urina kroz

mokraéovod uzrokuju veliku bol i smanjenu funkciju bubrega.l*]

U cilju otkrivanja ispravne terapije za prevenciju nastajanja bubreznih kamenaca provode
se istrazivanja na umjetnom urinu pripravljenom u laboratoriju kako bi se ispitali kriti¢ni
koraci u nastajanju bubreznih kamenaca, a to su: nukleacija, rast kristala, agregacija i
vezanje za stanicu.¥ Ovisno o svrsi prou¢avanja, razlikuje se nekoliko formula umjetnog
urina od kojih je samo jedna unutar fizioloskog raspona normalnog ljudskog urina i naziva
se "AU-Siriraj". Usporedivanjem svojstava i sastava te formule s preostalim formulama
umjetnih urina uspostavilo sa da je to najbolja formula koja se moze upotrebljavati za

razli¢ita prou¢avanja.l?!

2. STVARANJE URINA U VISIH PRIMATA
2.1.MoKkraéni sustav

Mokracéni sustav je sustav organa ¢ija je glavna uloga eliminiranje tekuéeg otpada iz tijela,
regulacija pH krvi, volumena krvi i tlaka te razine elektrolita i metabolita. Filtriranjem
vode, metabolickog otpada i viSka iona iz krvi, koji iz tijela izlaze u obliku urina, odrzava
se homeostaza. Organi koji ¢ine mokraéni sustav su: bubrezi, mokracovodi, mjehur i

mokraéna cijev.!
2.1.1. Bubrezi

Bubrezi su dva organa u obliku graha ¢ija je primarna uloga odrzavanje homeostaze za
optimalan metabolizam stanica i tkiva te ga to €ini najkritiCnijim i najkompleksnijim
dijelom mokra¢nog sustava. Opskrbljen je velikim koli¢inama krvi koja potjece iz

bubreznih arterija, a izlazi iz bubrega kroz bubrezne vene.!



Glavna strukturna i funkcionalna jedinica bubrega je nefron koji se sastoji od bubreznog
tjelesca 1 sekretnih kanalica. Nefron filtrira krv kako bi se iz nje uklonili urea, otpadni
produkti i ioni. Bubrezno tjelesce je zapravo glomerul, odnosno kapilarna mreza obavijena
Bowmanovom ¢ahurom. Tijekom filtracije, krv preko ulazne arteriole dolazi u glomerul
gdje se voda i duSi¢ni otpad nakupljaju u samoj unutrasnjosti glomerula i formiraju
glomerularni filtrat, a nefiltrirajuce tvari izlaze putem izlazne arteriole. Glomerularni filtrat
se nakuplja u Bowmanovom prostoru, prostoru izmedu Bowmanove ¢ahure i glomerula,
preko glomerularne filtracijske membrane koja propusta tvari koje su dovoljno male da

produ kroz nju.B!

Nastali filtrat potom prolazi kroz 4 segmenta nefrona, a to su: proksimalno zavijeni kanali¢
u kojem se nutrijenti i tvari potrebne tijelu reapsorbiraju, Henleova petlja koja kontrolira
koncentraciju urina, distalno zavijeni kanali¢ koji regulira kalij, natrij i pH te sabirne

cjevéice koje reguliraju reapsorpciju vode i natrija.[!
2.1.2. Mokracovodi, mjehur i mokraéna cijev

Mokra¢ovodi su tanke misi¢ne cijevi koje odvlace urin iz svakog bubrega u mjehur te su
jedni od esencijalnih organa koji kontroliraju transport urina. Procesom peristaltike se urin
u malim mlazovima utiskuje u mjehur gdje mali nabori sluznice sprje€avaju da se taj urin
vrati nazad u mokra¢ovod. U mjehuru se urin skladisti sve dok se ne nakupi koli¢ina
dovoljna za izlucivanje iz tijela. Mjehur je Supalj, miSi¢ni i elasti¢ni organ te je smjesten u
dnu zdjelice. Punjenjem urinom nabubri i postane okruglog oblika pri ¢emu odredeni Zivci
daju signal mozgu da je vrijeme za uriniranje, a mozak istovremeno Salje signal mjehuru
da se stisne i istisne urin, $to dovodi do smanjenja mjehura. Glavnu ulogu u tom procesu
ima sfinkter, cirkularni mi$i¢ ¢ijim otvaranjem i opuStanjem urin kroz mokraénu cijev
izlazi iz mjehura, odnosno tijela. U suprotnom, kada mjehur nije dovoljno napunjen,

sfinkter se snazno zatvori oko mokraéne cijevi i sprje¢ava otjecanje urina iz mjehura.®!



2.2. Glomerularna filtracija

Prvi proces tijekom kojeg se stvara urin naziva se glomerularna filtracija i podrazumijeva
filtraciju fluida iz krvi preko glomerularnih kapilara, $to je osnovna fizioloska uloga
bubrega. Vrlo male molekule, kao §to su: voda, glukoza, masne kiseline, aminokiseline,
elektroliti, aminokiseline, vitamini i dusi¢ni otpad, prolaze kroz filtracijsku membranu u
Bowmanovu ¢ahuru, $to se vidi iz Slike 1. te je njihova koncentracija u filtratu otprilike
jednaka onoj u krvnoj plazmi. Uobicajeno 20 % cjelokupne krvi, koje pumpa srce, ulazi u
bubrege gdje se filtrira, a ostalih 80 % prolazi ostatkom tijela i olak$ava izmjenu plinova i

prokrvljenost.F!

Slika 1. Filtracija fluida iz glomerula (crveno) u Bowmanovu ¢ahuru (plavo) te prijenos

fluida iz Bowmanove ¢ahure u nefron (Zuto).F!

Ovaj proces filtracije naziva se ultrafiltracija gdje je sila hidrostatskog tlaka pokretacka sila
koja pumpa filtrat iz kapilara u otvore nefrona. S obzirom da krv u glomerul ulazi preko

ulazne, a u obliku filtrata izlazi preko izlazne arteriole stvara se hidrostatski tlak jer izlazna



arteriola ima manji promjer od ulazne. Nastali hidrostatski tlak potom tjera molekule kroz
filtracijsku membranu, a istovremeno mu se odupire (suprotstavlja) osmotski tlak krvi

kojeg stvaraju proteini iz plazme.F!

Upravo ovi faktori utje¢u na stopu glomerularne filtracije (engl. glomerular filtration rate,
GFR), odnosno mjere koja opisuje ukupnu koli¢inu filtrata nastalog u bubreznim
tjeleScima. Svaka promjena u tlaku utje¢e na GFR jer je izravno proporcionalan gradijentu
tlaka. Kod odraslih osoba GFR iznosi 125 mL/min, odnosno svaki dan u bubrezima nastaje
180 litara filtrata te se smatra najboljim pokazateljem bubrezne funkcije za potrebe

klasifikacije, dijagnosticiranja i odgovarajuéeg lije¢enja kroni¢ne bubreZne bolesti.[”!
2.3.Tubularna reapsorpcija

Proces tijekom kojeg se otopljene tvari i voda reapsorbiraju preko peritubularnih kapilara u
krvozilni sustav naziva se tubularna reapsorpcija te se te tvari ne izlucuju kao urin. Njime

se odrzava homeostaza krvnog volumena, osmolalnosti plazme, krvnog tlaka i pH krvi.

Reapsorpcija se odvija trima razli¢itim na¢inima, a to su: aktivni transport, pasivna difuzija
I kotransport. Tvari kao $to su: glukoza, aminokiseline i vitamini se reapsorbiraju aktivnim
transportom preko plazmatske membrane pomocu specifi¢nih proteinskih nosaca kojima je
potrebna energija ATP-a, zbog ¢ega se ti nosaci nazivaju ATP-azne crpke. Za razliku od
aktivnog transporta, pasivna difuzija podrazumijeva prolaz kroz plazmatsku membranu
pomocu koncentracijskog gradijenta, a kotransport, proces koji je vazan za reapsorpciju
vode, ukljucuje aktivni transport molekula u nefron koje prati voda te se na taj nacin
reapsorbira.’l Upravo je reapsorpcija vode znacajna funkcija bubrega, jer se reapsorbira

onoliko vode koliko je tijelu potrebno.

Samo 60 — 70 % filtrata dospijeva do Henleove petlje gdje se voda, natrij i Kklor
reapsorbiraju, §to zna¢i da u distalnu zavijenu cjev€icu dospijeva 15 — 20 % pocetnog
filtrata. Filtrat koji ulazi u sabirne cjevc€ice je vrlo razrijeden s obzirom da se u distalno

zavijenoj cjevéici reapsorbira veéina filtrata.]



2.4. Tubularna sekrecija

Obrnuti proces od tubularne reapsorpcije koji ukljucuje izlucivanje kemikalija iz
peritubularnih kapilara u tubularni fluid naziva se tubularna sekrecija. Prouzrokovana je
aktivnim transportom 1 pasivnom difuzijom te omogucuje uklanjanje otpada 1 odrZavanje
Kiselo-bazne ravnoteze. Lucenjem uree, mokraéne kiseline, kreatinina i amonijaka krv se
procis¢ava, a krajnji produkt je urin koji se potom izlucuje iz organizma. Neki lijekovi se
ne mogu u potpunosti filtrirati iz krvi jer se kratko zadrzavaju u glomerulu pa se
proc¢iséavaju luenjem iz peritubularnih kapilara u zavijenim cjev¢icama. Tubularna
sekrecija vodikovog i amonijevog iona je vazna za odrzavanje normalnog pH krvi Kkoji

iznosi 7,35 ili 7,45, dok pH urina iznosi 6,0.5%!

Aferentna Eferentna
artelriola arterliola

1. Filtracija

2. Reapsorpcija
3. Sekrecija

4. IzluCivanje

Glomerularne
kapilare

Bowmanova
Cahura

Peritubularne
kapilare

Bubrezna
vena

Urin

Slika 2. Mehanizam formiranja i izlu¢ivanja urina nastalog u bubrezima.®l



2.5. Sastav urina

Ljudski urin se sastoji ve¢inom od vode, dusi¢nih molekula kao $to je urea te isto tako
kreatinina i drugih otpadnih metabolickih produkata. Uz ove komponente mogu se pojaviti
i neke druge ukoliko dode do infekcije glomerula, $to mijenja sposobnost filtracije i
reapsorpcije razlic¢itih komponenata krvne plazme u nefronu. Ljudski urin se sastoji od
razlicitih spojeva koji se razlikuju po zastupljenosti u urinu, $to se najbolje moze vidjeti iz

Tablice 1.

Komponenta koja je najzastupljenija u urinu je voda i ¢ini 95 % urina dok se vrijednosti od
uree prema anorganskom sumporu smanjuju. S obzirom da se proteini i glukoza
uobicajeno ne nalaze u urinu, njihovo prisustvo ukazuje na zdravstvene probleme. Prisutne
su i manje koli¢ine drugih iona i spojeva ukljucujuéi: fosfor, glukuronsku Kkiselinu,
amonijak, hipurinsku kiselinu i mnoge druge. Ukupna koli¢ina krutina koja je prisutna u
urinu iznosi oko 59 g po osobi.®!

Urea, krajnji produkt katabolizma proteina, je netoksi¢an oblik amonijaka te je njezino
izlu¢ivanje direktno proporcionalno unosu proteina. Ukoliko dode do dijabetesa ili
temperature, dolazi do povecanog izlucivanja uree, zbog povecanog katabolizma
proteina.l’l S druge strane, amonijak koji je vrlo toksi¢an nastaje u bubrezima iz glutamina
ili aminokiselina prilikom acidoze. Uz ureu i amonijak, vaznija komponenta je i mokra¢na
Kiselina koja je krajnji produkt oksidacije purina u tijelu te je djelomi¢no topljiva u vodi.
Cista mokraéna kiselina je bezbojna, a specifiénost analize mokraéne kiseline je tretiranje

enzimom urikaza koji ju razgraduje do alantoina.



Tablica 1. Sastav ljudskog urina.[®

- KOLICINA
FORMULA TEZINA mg/L
ANORGAMNSKE SOLI 14,157
natrijey dovid NaCl 584 8,001
kalijev klorid ] Td A 1641
kalijew sulfat Ka504 174.3 2632
magnezijey sulfat MgS0y 1204 T8I
magnezijey karbonat Mg0y 843 143
kafijev hidrogenkerbonat KHOOy 1001 661
kaljmy fosfat K30y 2113 44
kalcijew fosfat CayiPOgly 0.2 62
URES F Hy NOONH; 60.1 13,400
ORGANSE] SPOJEVI 5,369
kreatinin CaHaNy0O 1l 1,504
urspepsin HO-CygHy=CyHy (NH 3 )00 H 181.2 181
krestin HN:CINHg INICHy )+ CH 3 «CO3 HoH3 O 149.2 373
ghcin NHg-CHy 0051 75.1 35
fenol CgHyg=0H 1 G4l 2
histidin CaH Ny +CH 3 =CH=(NH3 =005 H : 155.2 233
mndrostenomn l‘.‘.;HmD; 290.5 14
1-metihistidin CyHigNz CHy CHINH -CH ) -0008 169.2 173
imidezal CaHyN; 4.1 143
giuib CeHaOg ICOCH, by 390.4 156
. NHy=CHy=CHy -S04 H 125.2 128
et [HOy C«CH{NH 1+CH 3 8+ 3 0.3 96
i NHzOONHICH )3~ CH-(NH =00 H 175.2 58
citrulin HaNeCHy,
amincizohutinine kisefine ml:-m-m 103.1 54
trecnin CalgliyX 119.1 81
Fizin N 333 Cg My =003 H 146.2 73
m-hidraksihipuritne kivefina €4 H4COHCICONH CH; CO0H) : 195.2 0
inozitol Cally a0 180.2 T
urobilin CyaHaaDg My 5887 &3
firozin HO-CgHy =03 H3iNH3 1-005H 1812 4
asparagin WO C = CHINH b-CH g O0NH 5 1321 53
organski spojevi u kolifini manjoj od S0mg/L (711
ORGANSKE AMONUEVE 50U 4.1
AMONUEY:
hipurat NHaCgHy CO-NHCH, 00, 196.2 1.250
(NHa )3 HCgH 04 126.2 756
glukuronat BWH g Mg 0y Nl 663
rst BHaCaH 0N, 185.1 L8
lzktat (MH )3 CyH Oy 127, 194
L-glutamat NHyHOC s CHNH 3 «0CH 3 b =004 164.1 246
espartst NHLCaH DN 1501 138
Fformat MNH 1Dy 6l EB
pirurvat MNH CHy 0000y 88,1 44
R —— L INHJ':E](‘H ) 124.0 N n
UKUPNG 37,087

Pri uvjetima koji uzrokuju abnormalne tipove urina vazniji su: proteinurija, oligurija,
poliurija, dizurija, hematurija i glikozurija. Prisustvo albumina i globulina u veéim
koncentracijama u urinu naziva se proteinurija ili albuminurija te moze biti fizioloska ili
patoloSka. Razlikuju se po tome S§to se fizioloska javlja nakon intenzivnog vjezbanja ili
obroka bogatog proteinima, a patoloSka kod upale glomerula koja moze rezultirati
trovanjem bubreznih kanali¢a teSkim metalima. Prilikom krvarenja bubrega ili urinarnog

trakta dolazi do pojave hemoglobina u urinu kao posljedice hematurije. [']



Normalna koli¢ina glukoze koja se izlu¢i urinom dnevno iznosi 16 — 300 mg, a svaki veci
iznos ukazuje na glikozuriju koja mozZe biti prolazna, a isto tako i nasljedni poremecéa;j.[’]
Prolazna glikozurija javlja se nakon emocionalnog stresa, ali se ponekad kod nekih osoba
razvije SeCerna bolest te je zbog toga potrebno obaviti Benediktov test koji je osnova
kvalitativnih i kvantitativnih klinickih testova na ugljikohidrate.[**! Benediktova reakcija se
temelji na reakciji Cu?* iona iz Benediktovoga reagensa s reduciraju¢im $eéerima pri ¢emu
dolazi do redukcija bakar(lI1) iona u bakar(l) iona te u konacnici nastaje Cu20 Koji se talozi
i ciglasto-crvene je boje. Ukoliko dolazi do promjene boje iz plave u crvenu radi se o
pozitivnom testu Sto ukazuje na prisutnost Secera u urinu. Osim glukoze u urinu se mogu

pojaviti i drugi $eceri kao §to su: fruktoza, galaktoza, laktoza i neke pentoze.[*!

Urinom se normalno izlucuje manje od 1 mg ketonskih tijela dnevno, a u ve¢im koli¢inama
u slu¢aju gladovanja, dijabetesa i nekih tipova alkaloza.l”! Izlu¢ivanjem soli zuénih kiselina
moze do¢i 1 do izlu€ivanja bilirubina u slucaju Zutice koji nastaje razgradnjom hema, a da
bi se izlu¢io mora se prevesti u tvar topivu u vodi u pet faza. Bilirubinuriju uzrokuje samo
konjugirana hiperbilirubinemija, odnosno poveéana koncentracija konjugiranog bilirubina

u u serumu.

Normalno se u urinu mogu pronaéi naslage oksalata, fosfata i urata od ¢ega se kod
luznatog urina nalaze fosfati te isto tako i kalcijev oksalat. Za razliku od luznatog, u
kiselom urinu nalaze se kalcijev oksalat i urati. Od fosfata najceSc¢e je prisutan magnezijev
fosfat, a neSto manje kalcijev hidrogenfosfat te se oni pojavljuju zbog promjene pH urina

pri njegovom prolasku.”!
2.6. Svojstva urina

Glavna fizikalna svojstva urina su: boja, pH, miris, zamucenost 1 gusto¢a. Ve¢inom se ta
svojstva mogu vidjeti golom okom, ali za neke je potrebno provesti laboratorijsko
ispitivanje. Golim okom se moze vidjeti boja urina koja je uobicajeno svijetlozute ili
jantarne boje te ovisi o prehrani i koncentraciji urina. Ukoliko dode do dehidratacije, urin
poprima tamniju boju, $to znac¢i da unosom vece koli¢ine vode u organizam dolazi do
smanjenja koncentracije urina, a samim time boja urina postaje svjetlija.[? Crvenkasta boja
urina predstavlja prisutstvo crvenih krvnih stanica u urinu, $Sto moze biti znak ostecenja ili
bolesti bubrega, dok kod bolesti jetre moze biti smede, zelene ili tamnozute boje koje

potje¢u od Zuénih pigmenata.l!



Miris urina ovisi o hrani i lijekovima koji se unose u organizam te je zajedno s bojom
indikator zdravstvenog stanja. Uobicajeno ima slabi miris, a stajanjem poprima jaci miris
amonijaka. Za dijabetiCare je specifi¢an slatkast miris urina kao posljedica prisustva ketona

ili glukoze.

Normalni pH urina je 6,0, a moZe varirati izmedu vrijednosti 4,6 - 8,0 ovisno o prehrani.[’]
Pri ve¢im unosima proteina, pH urina se smanjuje, odnosno povecava se kiselost urina jer
katabolizmom proteina nastaje visak fosfata i sulfata. Stajanjem urin postaje luznatiji jer
dolazi do pretvorbe uree u amonijak i gubitka CO., ali isto tako i unosom dovoljne
koli¢ine NaHCOsa.

Gustoca ili specificna tezina urina iznosi izmedu 1,003 i 1,030 te se mijenja ovisno o
koncentraciji otopljenih tvari u urinu, odnosno unosom vode i hrane, a ovisi i 0 aktivnosti
pojedinca. Povecava se izluéivanjem tvari kao §to su albumin ili glukoza, dehidracijom i
adrenalnom insuficijencijom, a smanjuje prekomjernim unosom tec¢nosti i kod odredenih

bolesti bubrega.[”]

Svjezi urin je uobicajeno bistar ili vrlo malo zamucen, a povecanje zamucenosti je
posljedica prisustva suspendiranih tvari. Uzrok njihovog prisustva odreduje se analizom
sedimenta urina koja moze odrediti radi li se o infekciji urinarnog trakta, opstrukciji ili

visSku stanica u urinu.

3. ANALIZA PRAVOG URINA U LABORATORIJU
3.1. Metode analize urina u laboratoriju

Testovi koji se provode za otkrivanje urinarnih infekcija ili bolesti bubrega zajednicki se
nazivaju urino-analiza. Obuhvacaju provjeru izgleda, koncentracije i sadrzaja urina te je
glavna svrha, osim otkrivanja bolesti, provjera cjelokupnog zdravlja te samo nadgledanje
zdravstvenog stanja. Analiza urina sastoji se od: vizualne provjere, analize testnom trakom
te mikroskopskog testa, a uzorak urina koji se ispituje skuplja se u rano jutro kada je
najveca koncentracija urina. Mnoge bolesti utje¢u na nacin kojim tijelo izbacuje toksine i
otpad, a svaki problem s plu¢ima, bubrezima, mjehurom, urinarnim traktom i kozom utjecu

na izgled, koncentraciju i sadrzaj urina.!*?!



3.1.1. Vizualna provjera

U laboratoriju se provjerava sam izgled urina koji je inace bistar te svaka zamucenost ili
pojava smede ili crvene boje moze biti indikator za nekakvu abnormalnost koja moze biti
infekcija ili u najboljem sluéaju samo posljedica prehrane koja je dovela do promjene boje
urina (Slika 3.). Ukoliko se vizualnom provjerom pretpostavi prisutnost abnormalnosti,

urin se dalje provjerava analizom testnom trakom. !

Slika 3. Vizualna provjera urina.[¢l
3.1.2. Analiza testnom trakom

Provodi se na nacin da se testna traka stavi u urin te se zabiljezavaju svake abnormalnosti
na naéin da trakice promijene boju ukoliko su tvari prisutne u veé¢im koli¢inama od
normalnog. Analizom testnom trakom provjeravaju se: koncentracija, krv, bilirubin, pH,

proteini, Seéeri i ketoni.*®!

Slika 4. Analiza testnom trakom. "]
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3.1.3. Mikroskopska analiza

Mikroskopskom analizom dodatno se provjerava prisutnost leukocita, eritrocita, bakterija i
kristala. Leukociti i bakterije ukazuju na infekciju, eritrociti u urinu su znak bolesti
bubrega, a kristali mogu biti znak bubreznog kamenca.**! Pod mikroskopsku analizu spada
i test kojim se provjerava koli¢ina epitelnih stanica u urinu. Ukoliko prijede normalnu
razinu, indicira infekciju i bolesti bubrega. Epitelne stanice su plocaste stanice bubreznih
kanali¢a koje oblazu uretru te su dijagnosticki vazne samo stanice tubula koje se tesko
razlikuju od tranzicijskih ako nisu uklopljene u cilindre. Isto tako u urinu je prisutna i
odredena koli¢ina sluzi koja u ve¢im koli¢inama predstavlja infekciju urinarnog trakta,

bolesti bubrega, a u najgorem slu¢aju rak mjehura.*"!
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Slika 5. Mikroskopski prikaz uzorka urina.l*l

3.2. Specifi¢ni testovi urina
3.2.1. Oralni glukoza tolerans test

Oralni glukoza tolerans test (OGTT) je test koji sluzi za otkrivanje poremecaja
metabolizma Secera 1 pokazuje sposobnost preuzimanja glukoze u organizmu, a test traje
dva sata. U odredenim vremenskim razmacima se mjeri razina glukoze u vremenu od 0 do
120 min dok se kod trudnica mjeri u vremenu od 0, 30 i 120 min. Prije pocetka testa

pacijent popije to¢no odredenu kolic¢inu glukoze otopljene u vodi te se ne smije kretati s
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obzirom da svako kretanje uzrokuje potro$nju glukoze, a uz to se ne smije ni mokriti
unutar dva sata.l*®! Normalne koli¢ine glukoze u urinu iznose od 0 do 0,8 mmol/L, a svako
poveéanje ukazuje na zdravstveni problem gdje je najéesé¢i uzrok dijabetes.l**! Poveéana
razina glukoze u urinu moze biti posljedica bubrezne glikozurije, stanja kod kojeg se
glukoza izlucuje u urin unato¢ normalnoj razini glukoze u krvi, zbog loSeg rada bubreznih
kanali¢a. Glikozurija nema ozbiljnih uc¢inaka, ali se ponekad kod osoba s glikozurijom

razvije Se¢erna bolest.

3.2.2. Ispitivanje specifi¢ne teZine urina

Usporedivanjem gusto¢e urina s gustotom vode odreduje se koliko dobro bubrezi
razrjeduju urin. Ukoliko je urin koncentriraniji, bubrezi ne funkcioniraju dobro ili se radi o
dehidriranosti, a nedovoljna koncentracija urina ukazuje na dijabetes insipidus Koji

uzrokuje zed i izlu¢ivanje velikih koli¢ina razrijedenog urina.[*4l

3.2.3. 24-satni urin

Test kojim se provjerava razina proteina u urinu se sastoji od nekoliko uzoraka urina
sakupljenih u periodu od 24 sata. NajceS¢e se radi kada se pojave simptomi
glomerulonefritisa ili nefrotickog sindroma. Povecana razina proteina u urinu ukazuje na
ostecenje ili bolest bubrega, ali isto tako moze biti i posljedica stresa ili infekcije.[*
Biokemijski pregled urina obuhvaca pregled: glukoze, ketona, urobilinogena, nitrata i
bilirubina. Kada se sumnja na oStecenje bubrega, radi se odredivanje proteina u 24-satnom
urinu. Ukupna koli¢ina proteina (normalno 150 - 200 mg ) odreduje se Biuret metodom, a
pojedini tipovi proteina (albumin, globulin) elektroforezom.?® Najéeséa metoda za
mjerenje glomerularne filtracije je klirens kreatinina, a mjeri se matemati¢kim izraunom
vrijednosti: koncentracije kreatinina u 24-satnom urinu, volumena 24-satnog urina i
koncentracije kreatinina u serumu.?! Prvi jutarnji urin se baci, a nakon toga se sakuplja u

Ciste boce tijekom sljedeca 24 sata.
3.2.4. Urinokultura

Urinokultura je ispitivanje urina s namjerom otkrivanja bakterijskog uzro¢nika infekcije

urinarnog trakta. Simptomi urinarne infekcije su: ucestalo mokrenje, bol i pecenje pri
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mokrenju. Uzrocnici infekcija su bakterije koje zive u debelom crijevu koje pri odredenim
uvjetima naseljavaju kanalni sustav urinarnog trakta te se pojavljuju upala mokraéne cijevi,
bubrega i mjehura. Veliki broj bakterija u ml urina je povezan s akutnim infekcijama
mokra¢nog sustava, dok manji broj bakterija predstavlja kontaminaciju periuretralnom
mikrobiotom. Pretraga obuhvaca kultivaciju urina i izolaciju potencijalnog bakterijskog
patogena, izrada testa osjetljivosti na antimikrobne lijekove te odredivanje broja bakterija u
u mililitru uzorka. Uzorak urina koji se ispituje mora biti koncentriran te se razlikuje
ovisno na koji nacin se uzeo uzorak, a to su: urin-srednji mlaz, urin-kateter i urin-vrecica, a
bez obzira o kojem uzorku je rije¢ pohranjuje se u hladnjak i dostavlja u laboratorij $to

prije.[21]

3.2.5. Kontrola pH urina

Analizom kiselosti ili bazi¢nosti urina dobiva se uvid u mogucnost stvaranja bubreznih
kamenaca, nakupine minerala u bubrezima koje uzrokuju bol i sprjecavaju prolazak urina
kroz bubrege i urinarni trakt. Stvaranju bubreznih kamenaca pogoduje izrazito kiselo ili
izrazito bazicno okruzenje te je potrebno promijeniti prehranu kako bi se sprijecilo njihovo
stvaranje. Osim toga, nizi pH ukazuje 1 na acidozu i dehidraciju dok visi pH ukazuje na

otkazivanje bubrega i respiratornu alkalozu.

3.2.6. Analiza mokraéne Kiseline u urinu

Mokra¢na kiselina nastaje raspadanjem purina u organizmu koji ulaze u krvotok prirodnom
razgradnjom stanica u tijelu. Nastala mokra¢na kiselina disocira u krvi i uklanja se iz tijela
uriniranjem te se testom odreduje uzrok abnormalnih vrijednosti mokraéne kiseline u urinu
pri ¢emu se uzorci urina skupljaju u periodu od 24 sata. Povecana koli¢ina mokraéne
kiseline u urinu ukazuje na giht ili stvaranje bubreznih kamenaca. Normalna koli¢ina
mokracne kiseline iznosi 250 - 750 mg/24h, a vece koli¢ine upucuju na bubrezne kamence,

bolesti jetre i bubrega te u tezim slu¢ajevima leukemiju.**!

13



3.2.7. Klirens kreatinina

Medu otpadnim produktima koji se uklanjaju iz organizma uriniranjem spada i kreatinin,
otpadni produkt koji nastaje metabolizmom mi$i¢a. Normalna razina kreatinina u urinu
iznosi od 955 do 2936 mg/24h za muskarce, a za zene od 601 do 1689 mg/24h. Ukoliko je
razina kreatinina izvan tih vrijednosti, moguca je prisutnost bubreznih kamenaca, bolesti ili
infekcije bubrega.**! Uzorak urina se skuplja tijekom 24 sata te se za izra¢un klirensa
kreatinina mjeri volumen skupljenog urina i izraCunava povrsina tijela prema visini i tezini

pacijenta.l??!
3.2.8. Test na drogu

Ovim testom se analizira prisutnost droge u urinu kao $to su: amfetamini, metamfetamini,
kokain, marihuana, benzodiazepini i metadon. Isto tako provjerava se i na koji nacin
imunoloski sustav reagira na drogu te sposobnost organizma za stvaranje antitijela te se
rezultati izrazavaju u ng/ml. Imunoloskim testom se otkriva kako imunoloski sustav reagira
na droge te isto tako i kolika je sposobnost stvaranja antitijela.[**l Uzorak urina se sakuplja
u casu, a ukoliko je imunoloski test pozitivan, rezultati se potvrduju metodom vezanog
sustava, a to je: plinska kromatografija-masena spektroskopija.l?®! Ukoliko se pojave dvije
linije u C i T podrucju test je negativan, odnosno koncentracije u uzorku urina su ispod
grani¢ne vrijednosti. Ako je test pozitivan pojavi se jedna linija u C podrucju, a u slucaju
kada se ne pojavi linija ni u jednom podrucju rije¢ je o neispravnom testu koji se mora

ponoviti, §to se najbolje vidi na Slici 6.124

£
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Negativan Pozitivan Neispravan

Slika 6. Prikaz rezultata testa na drogu.!?”]
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4. URIN U LABORATORIJU

S obzirom na to da je urin vrlo promjenjiv fluid te se razlikuje od pojedinca do pojedinca,
za proucavanje nastajanja urinarnih patogena proizvodi se umjetni urin u laboratoriju. S
obzirom da je vrlo tesko provoditi eksperimente na pravom urinu, istrazivaci sve vise sami

.....

izvrstan medij za bakterijske kulture, od ¢ega najvise koliformne bakterije, stvara se 1
ml/min te su za eksperimente potrebne velike koli¢ine urina, $to nije prakti¢no.l”
Proucavanje se provodi za bolje shvacanje fiziologije bubrega, patogenih mehanizama
bubrega te isto tako bolesti urinarnog trakta. Iako je teSko u potpunosti replicirati uzorak
fluida ljudskog organizma izvodljivo je napraviti uzorak koji ¢e posluziti za ispitivanje
odredenih parametara. Upravo zato umjetni urin ima Siroku upotrebu za in vitro
istrazivanja jer simulira normalno fizolosko okruzenje urinarnog trakta i bubrega. Pomocu

nekoliko protokola su se pripravljali umjetni urini, ali nije bila otkrivena metoda za

pripravu umjetnog urina koji ¢e imati visenamjensku upotrebu.?

Individualne formule su dizajnirane za specificnu upotrebu, a razlikuju se u sastavu i
koncentraciji te mnoge imaju kemijske komponente izvan fizioloskih raspona ljudskog
urina pa je zbog toga postavljena nova AU (eng. artifical urine) formula nazvana "AU-
Siriraj" koja se usporedila s prethodno postavljenim AU formulama, odnosno protokolima

umjetnih urina, ultrafiltriranim urinom (UF) i slijepom probom.

Usporedba se provodila na temelju mjerenja pH, osmolalnosti, gustoce i drugih kemijskih
komponenata u odnosu na ljudski urin. U Tablici 2. su prikazana svojstva i sastav razlicitih
AU formula, odnosno protokola umjetnih urina razli¢itih autora. Za razliku od drugih, AU-
Siriraj ima viSenamjensku upotrebu te uklju¢uje mnoge komponente ¢ije su koncentracije

unutar fizioloskih raspona normalnog ljudskog urina.[?
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Tablica 2. Usporedba svojstava i sastava razli¢itih formula umjetnih urina.?

Svojstva i sastav

pH
Urea (mmol/dm?)
Uri¢na kiselina (mmol/dm?3)
Kreatinin (mmol/dm?3)
NaCl (mmol/dm?d)
KCI (mmol/dmd)
NH.CI (mmol/dm?)
MgSO4 (mmol/dm3)
NazSO4 (mmol/dm?d)
NaHPO4 (mmol/dm?)
Na;HPO4 (mmol/dm?)

AU-3
Brooks
i Keevil

6,5
170

7

90,0

25,00
2,00
10,00
7,0
7,00

AU-5

Mayrovitz

i Sims

7,8
416
17,70
154,0

48,0

21,10
17,60

AU-6

Christmas

6,0

105,50

63,70
36,30
3,85
16,95
32,30

AU-7

Siriraj

6,2
200
1,0
4,0
54,0
30,0
15,0
2,0
9,00
3,60
0,40

Isaacson

[28]

54

291,4

213,9

92,6
65,1
6,7
14,9
39,6
1,8

Doremus
[29]

57
500,0
13,0
170,0
25,0
20,0
2,0
16,5
16,5

Miller

[30]

158,3
1115

59,5
8,1
23,4
29,9
4,1

Barker

[31]

6,5
500,0
3,0
13,0
170,0
52,0

2,0
16,5
3,5
13,0

Rose
[32]

54
2914

213,9
92,6
65,1

6,7
14,9
39,6

1,8

Burnsi
Finlayson
[33]
6,5

105,50
63,70
27,60

3,85
16,95

32,30
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4.1. Priprava umjetnog urina

S namjerom dobivanja umjetnog urina Sto slicnijem pravom urinu, istrazivaci su
isprobavali razli¢ite fomule medu kojima su bili: Burns i Finlayson, Isaacson, Barker,
Doremus, Miller i Rose. Upravo su 1980. godine Burns i Finlayson objavili rad u kojem su
predstavili program koji simulira ravnotezne reakcije i daje stvarne koncentracije pojedinih
komponenti ¢ime se dobio odgovarajuéi recept za umjetni urin.?®! Iz Tablice 2. vidljivo je
da vecina sadrzi ureu, magnezijev sulfat, natrijev i/ili kalijev klorid, natrijev sulfat, natrijev
oksalat i kalcijev klorid. Najvec¢i pH imaju formule od Barkera te Burns i Finlaysona u
iznosu pH = 6,5, a jedino Barkerova formula sadrzi uri¢nu kiselinu.®¥ Za razliku od svih
formula navedenih u Tablici 2. jedino formula AU-Siriraj sadrzi sve navedene

komponente.

AU-Siriraj se pripravio na na¢in da se u 200 ml deionizirane vode otopilo 2,427 g uree,
0,034 g mokraéne kiseline, 0,090 g kreatinina, 0,297 g NasCesHsO7-2H-0, 0,634 g NaCl,
0,450 g KCI, 0,161 g NH4Cl, 0,089 g CaCl»-H20, 0,100 g MgSO4-7H-0, 0,034 g NaHCOg3,
0,003 g NaC204, 0,258 g Na>SOa, 0,100 g NaH2PO4-H20 i 0,011 g NaH2PO4 (Tablica 2.).
Kako bi se procijenila kompatibilnost AU formula za in vitro stani¢nu kulturu, provela su
se morfoloSka ispitivanja sa svakom od AU formula i ultrafiltriranim urinom u vremenu od
1 do 16h. Kao slijepa proba koristio se fetalni govedi serum (FBS), a pritom su MDCK
stanice u kulturi s AU-Siriraj ili AU-3 (umjetni urin za bakterijsku kulturu) imale
kompatibilan stupanj gustoce u usporedbi s onima koji su u kulturi s UF ili slijepom
probom. S druge strane, MDCK stanice u kulturi s ostalih pet AU formula su imale

smanjenu gustoéu stanica.[?)

Pomoc¢u hemacitometra se provela serijska analiza ukupnog broja stanica rezultat koje je
da su UF, AU-3 i AU-Siriraj imali jednak broj stanica u odnosu na kontrolirane stanice od
dega je AU-Siriraj pruzao nesto veéi broj stanica od AU-3. Sto se ti¢e mrtvih stanica,
MDCK stanice u kulturi s UF, AU-2, AU-3 i AU-Siriraj su imale kompatibilan broj s
kontroliranim, dok su AU-1, AU-4 i AU-5 uzrokovale povecan boj umrlih stanica, a

najvise nakon 16 sati gdje je taj broj umrlih stanica za AU-4 bio najve¢i.[?

Analiziranjem citotoksi¢nih efekata svake od AU formule u 16-om satu proto¢nom

citometrijom MDCK stanice u kulturi s AU-Siriraj su imale sli¢an stupanj rane apoptoze,
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kasne apoptoze i/ili nekroze kao i UF ili slijepa proba. Za razliku od njih AU-3 i AU-2 su
imali nesto povecan broj mrtvih stanica, a kod AU-1, AU-4, AU-5 i AU-6 se povecala rana

apoptoza, kasna apopotoza i/ili nekroza.[?

Komparativnom analizom svih parametara utvrdilo se da je AU-Siriraj sve parametre imao
unutar fizioloskog raspona ljudskog urina dok kod ostalih formula je najmanje 6
parametara nedostajalo ili ih je bilo u suvisku. Krajnjim rezultatom vidljivo je da je
najbolja AU formula, poslije AU-Siriraj, AU-3, a najcitotoksicnija je AU-4 formula koja se
koristi za kristalizaciju Caz(POa4)2. Prisutne toksi¢ne tvari u AU formulama su: visoka
koncentracija magnezija u AU-1, izrazito visoka koncentracija klora u AU-4, vrlo visoka
koncentracija uree u AU-5 te vrlo visoka koncentracija anorganskog fosfata u AU-6. S
obzirom da su komponente AU-Siriraj sli¢ne kao u ljudskom urinu, imao je sli¢an utjecaj
na MDCK stanice kao UF i slijepa proba. Upravo zbog toga je AU-Siriraj trenutno najbolja

AU formula za fiziolo§ka proudavanja, a kao alternativna zamjena se koristi AU-3.1

4.2. Svrha i primjena umjetnog urina
4.2.1 Utjecaj pH urina na kristalizaciju i adheziju kalcijeva oksalata (CaOx)

Pomocu umjetnog urina moze se pratiti utjecaj pH urina na kristalizaciju CaOx s obzirom
na to da je pH jedan od glavnih ¢imbenika stvaranja bubreznih kamenaca, odnosno
stvaranja kristala CaOx koji se formiraju u distalnim bubreznim kanali¢ima. Pri razli¢itim
pH vrijednostima postoje i razli¢iti tipovi kristala CaOx, a eksperimentalno se moze

procijeniti utjecaj pH na kristalizaciju u umjetnom urinu.[*4

Morfoloskim ispitivanjem utvrdilo se da pri najnizem, odnosno najkiselijem pH = 4,0,
kristalizira kalcijev oksalat monohidrat (COM). Suprotno tome, kalcijev oksalat dihidrat

(COD) najvise kristalizira pri najvisem pH = 8,0, a najmanje pri najnizem pH = 4,01
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Slika 7. Utjecaj razli¢itih pH vrijednosti (4,0 - 8,0) na kristalizaciju CaOx.[*!

Time je pokazano da su kvantitativni podaci veli¢ine, mase i broja kristala dosljedni
morfoloskom izgledu te se sukladno tome utjecaj pH urina analizirao i kvantificirao FT-IR
spektroskopijom. Rezultati semi kvantitativne analize pokazuju kombinaciju COM-a i
COD-a pri svim uvjetima s najveéim postotkom COM-a pri pH = 4,0, a najveéim
postotkom COD-a pri pH = 8,0. Pri valnoj duljini 3600-2800 cm™ primjeéuju se najveéa

odstupanja te se zbog toga najvise prou¢ava upravo to podruéje valnih duljina.l*

Za procjenu utjecaja pH na stanice bubreznih kanali¢a su se koristile MDCK (Madin-
Darby Canine Kidney) stanice koje potje¢u od segmenta distalnog bubreznog kanalica.
Ispitivanjem morfologije MDCK stanica pri razli¢itim pH vrijednostima (5,0 - 8,0) tijekom
8 sati utvrdeno je da stanice normalno izgledaju pri pH = 6,0 - 8,0, a pri pH = 5,0
nezdravo, $to se moze vidjeti iz Slike 8. Tijekom ispitivanja se zanemario pH = 4,0 jer su
pri tom stanice bile suvise toksi¢ne te nisu mogle podnijeti tako niski pH. Prouc¢avanjem
proliferacije tijekom 8 sati dobiveni su rezultati koji pokazuju da se broj stanica znatno
povecao nakon 6 i 8 sati pri pH = 6,0, 7,0 i 8,0 dok se pri pH = 5,0 nije uopée povecao, sto
ukazuje na defektivnu proliferaciju pri najnizem pH. Rezultati su pokazali i da se stani¢na
smrt povecala pri pH = 5,0 pocevsi nakon Cetverosatne inkubacije pa sve do kraja

ispitivanja.[*Y
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Slika 8. Morfologija stanica promatrana pod mikroskopom s faznim kontrastom nakon 8

sati s pove¢anjem od 200 puta.*!]

Glavnim uzro¢nikom stvaranja bubreZnih kamenaca smatrala se adhezija kristala na
epitelne stanice bubreznog kanali¢a te je ispitivanjem pokazano da je pH znatno mijenjao
adhezivnu sposobnost izmedu MDCK stanica i kristala COM-a pri ¢emu se najveca

sposobnost zabiljezila pri pH = 5,0, a najmanja pri pH = 8,0.[4

S obzirom da nakon adhezije kristala COM-a dolazi do endocitoze kristala u stanice, nakon
¢ega se stani¢nim endosomalnim mehanizmom degradiraju, pretpostavilo se da pH utjece
na endocitozu, S§to se ispitalo protocnom citometrijom koriste¢i FITC (fluorescein
izotiocijanat) za oznacavanje. Iz rezultata se vidjelo da se postotak stanica s
endocitoziranim stanicama povecao samo pri pH = 7,0, a 0 ostalim pH vrijednostima nije

ovisilo.[]
4.2.1.1. Utjecaj pH na sposobnost vezanja COM-a i proteina apikalne membrane

U ispitivanju su se apikalne membrane izolirale, solubilizirale i inkubirale s kristalima
COM-a pri vrijednostima pH = 5,0 - 8,0. Proteini iz vezanih i nevezanih frakcija su se
razdvojili s 12 % SDS-PAGE te su se obojali, vizualizirali, oznaéili bojom Comassie

Brilliant Blue G-250. Odredenim formulama se procijenila sposobnost vezanja COM-a
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svih proteina, HMW (visokomolekularni, engl. high molecular weight) I LMW
(niskomolekularni, engl. low molecular weight) proteina u vezanim frakcijama pri ¢emu se
iz kvantitativnih podataka nisu otkrile znacajne razlike u vezanju COM-a pri razli¢itim pH
vrijednostima. Time je potvrdena hipoteza da kiseliji pH uzrokuje toksi¢nost koja dovodi

do asimetrije membranskih lipida i poveéanja adhezije kristala na stanicu.[**]

Utjecaj razlic¢itih pH vrijednosti (4,0 - 8,0) na kristalizaciju CaOx u umjetnom urinu se
procjenjivao koriste¢i 3D nacin "ImageMaster 2D Platinum" softvera s namjerom
prikupljanja podataka o volumenu kristala, a masa kristala se izra¢unala mnozenjem
srednje vrijednosti veliCine kristala i broja kristala. Rezultati su prikazali da je COM

najefikasnije Kristalizirao pri najnizem pH (4,0), a COD pri najvisem pH (8,0).11!!

Jedan od jacih alata za ispitivanje kemijskog sastava kompleksne smjese je FT-IR
spektroskopija gdje svaki spektar predstavlja vibracije istezanja svake funkcionalne grupe.
Kao §to se vidi na Slici 9., iz smjese CaOx proizasla su 4 uobicajena podruéja gdje su se
zamijetile vibracije istezanja O-H grupa pri 3600-2800 cm™, C=0 pri 1615 cm™, C-O pri
1315 cm™? i O-C=0/C-C pri 780 cm™. "Curve fitting" analizom proizaslo je 5 pikova
nastalih asimetri¢nim i simetricnim istezanjima O-H grupa unutar podruc¢ja 3600-2800 cm”
! gdje se jedino pik pri 3040 cm™ pojavio i kod COM i kod COD, a preostala 4 pika su bila
razli¢ita za COM i COD.[*Y

0-C=0,
A €&~ OH = C+0 C.0 c.C
pH4 s f1az
i 300 i i ! :
: ! e
pN 5 29498 5”20
2430 ! treo
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< : | Bk ]
¢ ! fers |
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! ' ' 0
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i 30 { 1z

e

valna duljinz [cm)

Slika 9. Konzistentan spektar kristalizacije CaOx u umjetnom urinu dobiven FT-IR

spektroskopijom. [t
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Kod COM-a su pikovi pri 3480, 3430, 3325, 3235 cm™ imali usporedne amplitude i
konfiguraciju, ali najvaznije od svega je da su bili dobro definirani, zbog Cega su se lako
razlikovali od ostalih, §to se dobro vidi na Slici 10. Za razliku od njega kod COD-a su
pikovi bili §iri te su imali ve¢i raspon amplituda pri ¢emu su se neki medusobno preklapali
¢ine¢i ih manje definiranima. Pritom se COM nalazio u kiselijem podrucju (4,0 i 5,0), a
COD u baziénijem podruéju Sto ¢ini COM patogenijim za stvaranje bubreznih kamenaca

.....

povedéavaju topljivost kristala COM-a.l*!l

U ovom eksperimentu umjetni urin je sadrzavao 200 mmol/dm? uree, 54 mmol/dm? NaCl,
30 mmol/dm?® KCI, 15 mmol/dm® NH4Cl, 9 mmol/dm*® Na,SOs, 5 mmol/dm® CaCl,, 5
mmol/dm?® NazCeHsO7-H20, 4 mmol/dm? kreatinina i 2 mmol/dm® MgSOs-7H20 pri ¢emu
je njegov pH bio 6,2, a osmolalnost 446 mOsm/kg te se koriste¢ci NaOH i HCI, pH
promijenio na vrijednosti 4,0 - 8,0. U njemu je CaOx kristalizirao uz mijeSanje otopine
mijeSala 1 inkubacije na sobnoj temperaturi tijekom jednog sata, a nakon toga kristalna
morfologija proucavala i u konacnici izraCunala ukupna masa kristala. Sukladno tome se

vrsta kristala dodatno proucavala FT-IR spektroskopijom.i!
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Slika 10. Istezanje O-H grupe pri valnim duljinama izmedu 3600 i 2800 cm™ prikazano

"Curve Fitting" analizom.[*4
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4.2.2. Precipitacija kalcijeva oksalata dihidrata (COD) u umjetnom urinu

Umjetni urin se primjenjuje i za proucavanje faktora koji utjeCu na precipitaciju, odnosno
talozenje kalcijeva oksalata dihidrata (COD) koji se nalazi u bubreznim kamencima.
Poznato je da COD-u odgovaraju niska temperatura, visok omjer kalcija u odnosu na
oksalat te prisutnost odredenih soli. Brown i suradnici®™ su na osnovu prethodno
navedenog i provodili istrazivanje talozenja COD za Cije potrebe se pripravio umjetni urin
koji je sadrzavao: 0,1055 mol/dm® NaCl, 0,0323 mol/dm® NaH.PQO4, 0,00321 mol/dm?
NazCsHsO7, 0,00385 mol/dm?® MgSO., 0,01695 mol/dm3 Na,SO4 te 0,0637 mol/dm?® KClI
(Tablica 2.) Nakon priprave umjetnog urina, pH se namjestio na 6,5 koriste¢i NH4OH ili
HCI. Za svako proucavanje se odvojilo 25 ml ispitivane otopine i stavilo u ¢asu od 50 ml
nakon &ega su se u otopinu dodavale razli¢ite vrijednosti 0,055 mol/dm® CaCl, u
mikrolitrima te se to sve mijesalo na vorteksu 5 sekundi. Nakon toga su se dodale razli¢ite
vrijednosti 0,05 mol/dm? Na,C204 te ponovo mijesalo na vorteksu 5 sekundi. Otopine koje
su se proucavale na 37 °C su se stavljale u vodenu kupelj na 15 min prije dodavanja CaCl;
I Na2C204, a nakon toga su se ostavljale na sobnoj temperaturi (22 = 2 °C). Povremeno su
se uzorci otopine proucavali pod svjetlosnim mikroskopom. Kako bi se razlikovali kristali

COD-a i COM-a koristili su se polarizirano i nepolarizirano svjetlo.*?]

Otopine su se pripremile tako da u njima dode do nukleacije i rasta onog kristala koji se
proucavao kako bi se odredilo vrijeme u kojem zapo¢ne sama nukleacija COM-a i COD-a
pri razli¢itim relativnim supersaturacijama (RS) i temperaturama. Kristalizacija COM-a
provedena je u 25 ml deionizirane vode pri odredenoj temperaturi, koja je podeSena
pomo¢u vodene kupelji. Kristalizacija COD-a provedena je u 25ml otopine: 9,36
mmol/dm?® NazCsHs07, 11,55 mmol/dm*® MgS04 i 63,7 mmol/dm? KCl, &iji je pH = 6,5 te
se pomoc¢u vodene kupelji takoder namjestila konstantna temperatura otopine. U tikvicu su
dodavane izmjerene koli¢ine CaClz istovremeno mijesaju¢i na vorteksu nakon Cega je
dodan Na2C204 i mijesalo jos deset sekundi. Potom su tikvice inkubirane kako bi se
odrzala konstanta temperatura za vrijeme gledanja uzoraka mikroskopom. ZabiljeZeno je
vrijeme prvog proucavanja kristala pod mikroskopom, a krajnji rezultati su srednje
vrijednosti od priblizno 10 proba pri svakoj od cetiri poCetne RS vrijednosti 1 dvije
temperature. Rezultati su pokazali da je topljivost produkta COD-a na temperaturi od 37
°C 1,958 puta veéa od topljivosti produkta COM-a.[*
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Tablica 3. Precipitati kalcijeva oksalata u umjetnom urinu.[*?

mmolidm? mmolidm? Ca:0x RE P % COM-a tip COD-a welitina (um)

Ca Ox (V-102)

2°C

8105 0.871 9.24 5000 - 3.0 <5 BP, IF puno 10=20

202 1.06 7.56 603 ~30 <5 BF, IF sr=dnje 10-20

7.9 1.25% 6.3 T4 - 3.0 = [ BF. IP puno 10- 20

7.08 0778 9.1 40.4 1.0 0 BP. IP srednje <10

7.5 0973 T.24 50,0 - 31 o BP. IF srednje =10

7.03 115 6.11 58.9 31 <5 BF, IP srednje 10- 20 +

6,99 1.34 521 677 -31 <10 BF, IP prno 10-20

£.06 0874 6.93 9.4 31 o BF. IP sradnjz 10-20

6.04 1.06 570 476 =31 0 BF sradnje 10-20 +

.00 1.25 4,80 55.3 -32 10 BE, 1P puno 10- 20+

506 0.7TE1 [t 29 8 3.2 il BP, 1P Ha{i.nj.a == 1

5.04 0.977 5.16 16.9 =33 o BP,IP srenmye 10-20

502 116 433 433 -33 0 BP, IP puno 10-20

5,000 1.35 370 49.8 -3.3 40 BP, IP puno 10=20

4,05 087 466 26.7 —34 0 BP. 1P fnalﬂ =10

404 1.06 381 322 34 ] BP. IP srecoe =10

4,02 1.2% 122 374 ~-34 o BP. 1P malo <10

_'L'JII) l..

5.10 0.958 532 24.4 4.0 0 BP. IP malo <= 10

5.08 1.15 4.42 8.8 —4.0 40 BP, IP sradnje 10= 30 +

487 0863 564 21.1 =40 0 BE, [P malo < 10

4,85 1.0% 462 255 - 4.0 =4 B, IP malo 10-20 +

4,83 1.24 LR ] 297 — 4.0 30 BF malo 10=20 +

462 096 4. 81 223 4.0 ] BP malo < 10

4,641 1.15 4.00 26.4 —4.0 0 BP, IP puno 10-20

4.37 0,864 5.06 19.1 - 4.0 a BE malo =10

4.36 105 4.15 231 4.0 0 BE. IP malo 10-20

4.35 1.24 3.51 26.9 4.1 50 BP. IP 10-20
malo

4.13 0.959 4.31 2000 -l [} o

411 1.15 157 217 -4 0 BE, IP sradnje 10-20

Morfologija precipitata kalcijevog oksalata pri razli¢itim koncentracijama CaClz i Na2C204
na temperaturama od 22 i 37 °C u umjetnom urinu je prikazana u Tablici 3. iz ¢ega se vidi
da visok omjer kalcija u odnosu na oksalat i niski RS favorizira formiranje COD-a, dok
omjer manji od 1:1 doprinosi malom broju velikih kristala COD-a. U umjetnom urinu na
22 °C je u pocetku doslo do spontane nukleacije i rasta COD-a pri RS manjim od 49, a na
37 °C se COD pojavio pri RS vijednosti od 25, §to znaci da je ukupan broj CaOx kristala
bio manji na 37 nego na 22 °C. Nukleacijska aktivacijska energija COD-a je bila niza od
nukleacijske aktivacijske energije COM-a, a njihovo povecanje je proporcionalno snizenju
RS vrijednosti. Dobiveni rezultati pokazali su da COD nastaje pri niskim temperaturama,
niskoj relativnoj supersaturaciji i visokom omjeru kalcija i oksalata te da u odsutnosti
citrata ne moze nastati. Stvaranje COM-a inhibira prisutnost magnezija, dok magnezijev
sulfat i kalijev klorid olakSavaju formiranje COD-a snizavanjem RS-a i povecanjem

omijera kalcija u odnosu na oksalat.™*?l
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5. ZAKLJUCAK

Ljudski urin je izvrstan medij za razliCita istrazivanja bolesti bubrega i urinarnog trakta, ali
potrebne su velike koli¢ine urina za istrazivanja te se uz to razlikuje od pojedinca do
pojedinca. Umjesto ljudskog urina upotrebljava se umjetni urin pripravljen u laboratoriju, a
na temelju prethodno postavljenih individualnih formula za pripravu umjetnog urina dobila
se, do sada najbolja, formula koja se naziva "AU-Siriraj". Utvrdeno je da su njezine
komponente i svojstva unutar fizioloskih raspona ljudskog urina na temelju usporedbe

gustoc¢e, pH, osmolalnosti i drugih svojstava.

Provjerom kompatibilnosti AU formula za in vitro stani¢nu kulturu u usporedbi s
ultrafiltriranim urinom i slijepom probom utvrdilo se da je AU-Siriraj imao sve parametre
unutar fizioloS8kog raspona ljudskog urina, a kod ostalih su nedostajali ili bili u suviSku.
Upravo zbog toga je AU-Siriraj najbolja formula, nakon koje slijedi AU-3, a za razliku od
njih najcitotoksicnija je AU-4 formula koja se koristi za kristalizaciju Caz(PO4)>.

Na temelju svrhe pojedinih istrazivanja, na razli¢ite nacine su pripravljani umjetni urini te
su prilagodavani na pH potreban za odredeno istrazivanje. Ispitivanjem utjecaja pH urina
na kristalizaciju, adheziju i internalizaciju kalcijevog oksalata rezultati su prikazali da je
COM najefikasnije kristalizirao pri najnizem pH (4,0), a COD pri najvisem pH (8,0) pri
¢emu je COM glavna komponenta bubreznih kamenaca, §to znaci da formiranju bubreznih

kamenaca odgovara upravo niski pH.
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