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1. Uvod

Zapisi o bolesti stvaranja kamenaca na mokra¢nim organima poticu jos iz starog Egipta. U
prosSlosti su se ljudi suocavali s problemima stvaranja kamenaca unutar mokraénog
mjehura, ali se u danasnje vrijeme, osobito u razvijenim zemljama, biljezi ¢es¢e nastajanje
kamenca unutar bubrega, odnosno gornjih dijelova urotrakta (Kuzmani¢, 1991). Ovisno o
prehrambenim navikama, klimatskim, genetskim, anatomskim i endokrinim faktorima, te
upalnim procesima u tijelu, moZe doci do razvitka kristala unutar mokraénog sustava.
Nefrolitijaza je pojam koji se odnosi upravo na stvaranje kamenaca unutar bubrega, koji
prolaskom kroz ureter uzrokuje jake bolove, krv u mokraci i retenciju mokrace, ponekad u

potpunosti.

Oko 70% bubreznih kameca koji se javljaju kod ljudi ¢ine kalcijski kamenci. Uz kalcijske
oksalate i fosfate, bubrezne kamence izgraduju magnezijski fosfati, mokrac¢na kiselina i
urati. Nastali kamenac moze biti jednostavnog kemijskog sastava ili mozZe sadrzavati vise
razli¢itih komponenata (Coe et al., 1992). U svrhu razumijevanja patogeneze (nastanka)
kamenaca, te prevencije i lijeCenja nefrolitijaze, kamenci se moraju identificirati. Tocnom
identifikacijom lije€nik moze dati pravu terapiju (ukljuCujuéi i promjene u prehrambenim
navikama), i gotovo je u mogucnosti sprijeCiti njihov ponovni nastanak zahvaljujudi
suradnji i multidisciplinarnim istrazivanjima. Za identificiranje kamenaca koriste se razne
kemijske, fizikalne i mikroskopske metode. Da bi se dobili sto bolji rezultati prilikom
istrazivanja bubreZnih kamenaca najbolje je napraviti analizu kemijskog i mineralnog
sastava, te obradu morfologije samog kamenca. Do sada nije pronadena niti jedna
metoda koja ée obuhvadati sva tri faktora, pa se zbog toga tehnike tradicionalne
mikroskopije (svjetlosna i elektronska mikroskopija) kombiniraju s drugim metodama
kemijske i strukturne analize, najées¢e rentgenskom difrakcijom na prahu da bi se dobila

pouzdana identifikacija bubreznih kamenaca (Giannossi & Summa, 2012).



U ovom radu analizirano je sedam uzoraka bubreznih kamenaca prikupljenih od oboljelih
ljudi na podru¢ju grada Zagreba i grada Osijeka. Koristene su metode rentgenske
difrakcije na prahu (XRD), pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) i mikroskopija
atomskih sila (AFM). Rentgenskom analizom se dobivaju informacije o kemijskom sastavu
i strukturi kamenca, a SEM i AFM sluZe za interpretaciju njihove morfologije i topografije

povrsine.



2. Pregled dosadasnijih istrazivanja

Prva tri desetlje¢a 20. stoljeca, istrazivanje bubreinih kamenaca odvijalo se pomocu
kvalitativnih kemijskih analiza koje su ukljucivale identifikaciju odredenih kationa i aniona
prisutnih u kamencima (Giannossi & Summa, 2012). Kasnije analize ukljucivale su
kvantitativna mjerenja odredenih iona pomocu atomske absorpcijske spektroskopije ili

atomske emisijske spektroskopije s induktivno spregnutom plazmom (ICP — AES).

1947. godine Prien i Frondel uvode polarizacijsku mikroskopiju u skupinu metoda za
istrazivanje bubreznih kamenaca (Basiri et al., 2012). Ona sluZi za otkrivanje kristalne
strukture, redoslijeda taloZenja i sastava jezgre kamenaca. Pomodu svjetlosnog
mikroskopa mogu se odrediti opticka svojstva, Sto ukljucuje boju, oblik, povrsinske
znacajke kamenca, te kristalini¢ne slojeve i organsku materiju na povrsini, ali rezultati su

samo kvalitativni (Giannossi & Summa, 2012).

1974. Gibson objavljuje ¢lanak u kojem interpretira rezultate istraZivanja od oko 15 000
uzoraka bubreZnih kamenaca koja su izvrSena rentgenskom analizom i metodom
polarizacijske mikroskopije. U ¢lanku usporeduje razlike u morfologiji kamenaca i opisuje

asocijacije minerala unutar kamenaca.

Tijekom devedesetih godina proslog stolje¢a povecava se uporaba fizikalnih metoda, te
dolazi do prekretnice u istrazivanju bubreznih kamenaca. Fizikalne metode daju pozitivne
rezultate istrazivanja, ukljucujuéi infracrvenu spektroskopiju (IR spektroskopija), te se
kemijske analize pocinju smatrati nezadovoljavaju¢ima, s obzirom da daju podatke samo o
ionima unutar kamenca, a ne o cjelokupnom sastavu. Metoda IR spektroskopije sve se
viSe pocinje uvoditi u biokemijske laboratorije jer daje najto¢nije podatke o funkcionalnim
skupinama unutar kamenaca, te tako olakSava proceduru istrazivanja i identifikacije

odredenog tipa kamenca.

Najnaprednija tehnika danasnjice je mikro-XRD metoda koja koristi rentgenski
mikrodifraktometar. Koristi se za klasifikaciju bubreinih kamenaca prema sastavu, te

moze otkriti viSe od jedne komponente bez prethodne fragmentacije uzorka.



AFM analiza bubreznih kamenaca nije ¢esto koristena metoda, vise se koriste metode
elektronske mikroskopije i opticke mikroskopije. Vecina radova vezanih za AFM analizu
bubreznih kamenaca ukljuuje izolaciju pojedinog kristala u kamencu u odredenoj otopini,
gdje se tada gleda morfologija (habitus), odnosno jezgre kristalizacije i tragovi rasta

kristala (Christmas, et al., 2002, De Yoreo et al., 2006, Basavaraj et al., 2007).



3. Patogeneza bubreznih kamenaca

U procesu stvaranja kamenaca kljuénu ulogu imaju tri faktora: prezasi¢enost urina
(supersaturacija), prisutstvo inhibitora kristalizacije, te retencija kristalnih Cestica

(Kuzmani¢, 1991).

Urin je u normalnim uvjetima prezasiéena otopina, ali zbog prisutstva inhibitora
kristalizacije ne mora do¢i do stvaranja kamenaca unutar sustava. U normalnoj zdravoj
mokradéi koncentracija soli kalcijskih oksalata Cetiri puta je veca od njihove topljivosti. Do
supersaturacije urina dolazi prilikom dehidracije ili pretjeranim izlu€ivanjem Kkalcija,
oksalata ili fosfata. Supersaturacija mokra¢nom kiselinom ili cistinom takoder je ubrzana
prilikom smanjenja volumena urina. Kada zasi¢enje mokrace kalcijskim oksalatima bude 7
do 11 puta vece od njihove topljivosti, otopljeni kalcijski oksalati mogu prijeci u svoju

¢vrstu fazu te formirati jezgru (nukleacija).

Jezgra se obi¢no formira na ve¢ postojeéim povrSinama (heterogena nukleacija), kao Sto
su epitelna sluznica, stanice, te ve¢ postojeéi kristali u mokradi. Vrlo rijetko dolazi do
formiranja slobodnog kristala u otopini (homogena nukleacija), jer za takvu vrstu
nukleacije moraju biti zadovoljeni odredeni uvjeti (visoka koncentracija, odnosno visoka
prezasicenost) (Coe et al., 1992). Kod visoke prezasi¢enosti urina ionima nekih prisutnih
biokemijskih parametara (npr. kalcijevi, oksalatni, fosfatni, uratni ioni) mogu nastati
nakupine koje dalje pridonose nastanku spoja koji se javlja u sastavu bubreznog i/ili
mokraénog kamenca. Ako se supersaturacija otopine povedéava, nakupine tih iona postaju
sve vece i brojnije. Kada postanu stabilne, nastale jezgre mogu rasti ¢ak i onda kada je
supersaturacija urina manja od ocekivane, tj. urin ne mora nuzno biti toliko prezasi¢en za
njihov daljnji rast (Coe & Favus, 1991). Nastale mikroskopske jezgre mogu formirati
kamence velikih dimenzija jednostavno rastudi (proces kristalizacije), ili spajanjem vise

jezgara u velike nakupine (agregacija) (Coe et al., 1992).

Prisutstvo inhibitora u urinu je bitan faktor za nastajanje kristala u urinarnom traktu, jer
su to tvari koje sprecavaju kristalizaciju unutar sustava. Oni se adsorbiraju na povrsinu
kristala, te time sprecavaju daljnji rast kristala ili agregaciju. U inhibitore ubrajamo citrat,
pirofosfat, magnezij, cink, glikozaminoglikan, nefrokalcin, te fragmente RNA (Kuzmanié,

1991).



loni kalcija, oksalata i fosfata mogu formirati mnogo stabilnih topljivih spojeva,
medusobnim spajanjem ili spajanjem s drugim tvarima u urinu, kao $to je npr. citrat.
Obzirom da citrati s kalcijem tvore topljivi kompleks u mokradi (kalcij citrat), smanjuje se
koncentracija kalcija u mokraci jer se veie s citratom, no s druge strane niske
koncentracije citrata pospjeSuju moguénost zasicenja oksalatima, te tako moze doéi do
supersaturacije oksalatnim ionima koji su vazan faktor za nastanak oksalatnih kamenaca

(Coe et al., 1992).

Ostecenja epitela bubrega na koje se zalijepi kristal, odnosno njihovo ukljeStenje na
vrScima papila, dovodi do retencije kristala, a potom do njegovog daljnjeg rasta
(Kuzmanié, 1991). Formiranje kristala unutar bubrega prvenstveno ¢ée ovisiti o sastavu
tubularne tekucine, dok ¢e za njihovu retenciju biti odgovorne povrSine bubreznih

tubularnih epitelnih stanica (Basavaraj et al., 2007).

pH urina moze biti vazan faktor prilikom stvaranja kamenaca. S obzirom da su fosfatna i
mokraéna kiselina slabe kiseline, vrlo lako disociraju u ve¢em rasponu pH vrijednosti u
urinu. Alkalni urin sadrzava disocirane fosfate, $to pogoduje nastanku brushita i kamenaca
koji se sastoje od minerala grupe apatita. U odredenim uvjetima alkalnog, odnosno
luznatog urina, najceSée uz djelovanje bakterija nastaje infektivni kamenac, struvit
(MgNH4PO4 - 6H,0). Ako je pH urina manji od 5,5 dominiraju kristali mokraéne kiseline, a
fosfatni kamenci su rijetki. Naime, topljivost kalcijskih oksalata se ne mijenja promjenom

pH uvjeta u urinu (Coe & Favus, 1991).



4. Nefrolitijaza

Formirani kamenac unutar bubrega uzrokuje odredene simptome. Jedan od najvaznijih i
najc¢es¢ih simptoma nefrolitijaze je ureteralna kolika, a uvjetovana je gréevitom
kontrakcijom glatke muskulature uretera koja je izazvana konkrementom. To je jedna od
tri najintenzivnije boli u klinickoj medicini. Tijekom lije€enja javljaju se ¢este komplikacije,

kao Sto su opstrukcija mokraénih putova, hematurija, infekcije, itd. (Kuzmanié, 1991).

Bubrezne kolike pocinju vrlo naglo i poveéavaju se u periodu od 15 do 30 minuta dok ne
dosegnu neizdrzivu bol koja izaziva muéninu i povraéanje. Bol obi¢no pocinje na podrucju
iznad struka, na bo¢noj strani trupa i Siri se prema preponama, sto ukazuje na promjenu
polozaja kamenca koji se poceo kretati prema mokraénom mjehuru. Nakon odredenog
perioda javlja se bol pri mokrenju ili nemoguénost uriniranja. Kada kamenac ude u
mokraéni mjehur bol prestaje u potpunosti. Bubrezni kamenci mogu uzrokovati tesku
uropatiju, pogotovo ako su bezbolni, te tako ostanu neprepoznatljivi duze vrijeme (Coe et
al., 1992). Bolest je ¢eSc¢a kod muskaraca u omjeru 2:1 do 4:1, a pojavljuje se obi¢no kod

osoba iznad 30 godina starosti (Kuzmanic, 1991).



5. Vrste nefrolitijaza i tipovi kamenaca

Na temelju kemijskog sastava kamenca koji je nastao unutar organizma razlikuju se:
kalcijska litijaza (nastanak kalcijskih oksalata ili fosfata), struvitna litijaza (nastanak
magnezijskih fosfata), uri¢na litijaza (nastanak uri¢nih kamenaca) i cistinska litijaza

(nastanak cistinskih kamenaca) (Kuzmanic¢, 1991).

5.1. Kalcijska litijaza

Ranije je istaknuto da su kalcijski kamenci najces¢i, a poremedaj zbog kojeg najcesée
dolazi do nastanka kalcijske litijaze je hiperkalciurija (40-70% populacije). Hiperkalciurija je
pojam koji oznacava visoke koncentracije kalciju u urinu. Ako se dogodi povecéano
izlu¢ivanje kalcija mokraéom, dolazi do povedane saturacije urina kalcijskim solima, Sto
omogucuje pocetak procesa stvaranja kamenaca. Poveéanim unosom tekuéine u
organizam relativno se smanjuje koncentracija kalcija, jer se povecava volumen mokrade.
Medutim, i tada je koncentracija kalcija u mokraci ,kriticna” i ima tendenciju stvaranja

kristala (Kuzmani¢, 1991).

Hiperkalciuriju prema postanku mozemo podijeliti na renalnu, apsortivnu i resorptivnu
hiperkalciuriju. Renalna hiperkalciurija se odnosi na poremecaj u tijelu kada je primarno
smanjena tubularna reapsorpcija kalcija u bubregu, uslijed ¢ega se javlja poveéano
izluCivanje kalcija mokracom. Apsorptivna hiperkalciurija oznacava primarnu intestinalnu
hiperapsorpciju kalcija u tijelu, a resorptivna hiperkalciurija nastaje prilikom povecanog
izlu€ivanja paratireoidnog hormona (5% populacije) (Kuzmanié, 1991). Naime, paratiroidni
hormon povecava intestinalnu apsorpciju kalcija, te tada podize i reapsorpciju kalcija u

bubregu. Taj poremecaj se naziva hiperparatiroidizam (Coe et al., 1992).



U slucaju povecanih koncentracija kalcija u urinu, oboljelima se preporucuje smanjeni
unos namirnica bogatih kalcijem (kao $to su mlije¢ni proizvodi). Ako se primjeni takav
dijetetski postupak, tada se paralelno s ogranicenjem kalcija treba smanjiti i unos
namirnica bogatih oksalatima (¢aj, repa, Spinat, ¢okolada), jer sama redukcija kalcija
omogucuje poveéanu apsorpciju oksalata iz crijeva s posljedicnom hiperoksalurijom
(Kuzmanié, 1991). Naime, kalcij se veZe za oksalate iz hrane, te tako sprjecava apsorpciju
oksalata u crijevima. Kalcijsko-oksalatni spoj crijeva ne mogu apsorbirati — neprobauvljiv je.
Sam pojam hiperoksalurije oznacava visoke koncentracije oksalata u mokracdi, u ovom

slucaju zbog prehrambenih navika (Coe et al., 1992).

Osim prehrambenih navika, uzroci koji dovode do nastanka hiperkalciurije mogu biti
uvjetovani i genetski. Naime, primarna hiperoksalurija je rijetka genetska bolest. To je
nasljedna bolest koja je karakterizirana formacijom bubreznih kamenaca u mladoj dobi, s
vrlo visokom koncentracijom oksalata u mokraci. To se dogada zbog genetskih defekata
na jetri, te je jedini lijek transplantacija jetre, tako da primatelj primi jetru sa zdravim
genom. Ako se odugovlaci s operacijom bubrezi mogu biti trajno i nepovratno oSteceni

zbog stvaranja masivnih kristala (Coe et al., 1992).

Ponekad se kod oboljelih mozZe javiti i manjak koncentracije citrata u urinu, tzv.
hipocitraturija (5-50% populacije). Citrat je vazan inhibitor kristalizacije jer se veze u
kompleks s kalcijevim ionom, te tako sprjecava kristalizaciju kalcijskih kamenaca. Uzroci
mogu biti manjak kalija u organizmu, velike koli¢ine proteina u prehrani, proljev i sl.

LijeCenje tog stanja uglavnom se provodi kalijevim citratom (Kuzmanié, 1991).

Kod 20% bolesnika s kalcijskom litijazom razvija se hiperurikozurija. Hiperurikozurija se
odnosi na povedane koncentracije mokraéne kiseline, te se uglavnom javlja prilikom
poveéanog unosa namirnica bogatih purinom, te u manjoj mjeri pojaéanom sintezom
mokraéne kiseline (Kuzmanié, 1991). lako to stanje uzrokuje nastanak kamenaca koje
gradi mokraéna kiselina, moZe dovesti i do nastanka kalcijskih kamenaca. Kristal
mokracéne kiseline mozZe posluziti kao ,,sjeme” na kojem ce rasti kalcijski kamenac (oksalat

ili fosfat) (heterogena nukleacija) (Coe et al., 1992).



5.1.1. Kalcijski oksalati

Kalcijski oksalati su u prirodi vrlo rijetki, ali se ¢esto pojavljuju u ljudskim i Zivotinjskim
organizmima gdje svojom kristalizacijom tvore probleme unutar samog organizma.
Prirodno se nalaze u biljnim tkivima i u sedimentnim stijenama vezanim za organsku
materiju, ali mogu biti zastupljeni i u razli¢itim ljudskim organima i tkivima, Sto ukljucuje
zube, kosti, mlije¢ne Zlijezde, urinarni trakt i sl. (Katkova et al., 2007). Oni mogu
kristalizirati u tri razlicite forme, kao monoklinski monohidrat, tetragonski dihidrat i
triklinski trihidrat (caoxit). U urinarnom traktu javljaju se u dvije kristalinicne forme —
dihidrat i monohidrat (Grases et al., 1989). Dihidrat predstavlja mineral weddellit (CaC,04
- 2H,0), dok monohidrat predstavlja mineral whewellit (CaC,04 - H,0) (Echigo et al.,
2005). Oko 70% ljudskih urolita ¢ine whewellit i/ili weddellit, kao pojedinacni kristali, ili
pomjesani sa ostalim komponentama kao $to su fosfati, mokrac¢na kiselina ili urati (Tazzoli

& Domeneghetti, 1980).

Whewellit

Whewellit, (CaC,0,4 - H,0) (Back & Mandarino, 2008) je organski mineral koji kristalizira u
monoklinskom kristalnom sustavu (Katkova et al., 2007). Cesto se nalazi blizu leZita

ugljena, ili u stijenama koje sadrze neku organsku materiju.

Whewellit u urinarnom traktu ¢esto dolazi u obliku grozdastih, sfericnih i zrakastih
agregata (Gibson, 1974). Zasebni kristali su rijetko prisutni, ali se na kristalini¢cnoj masi
mogu vidjeti monoklinske forme. Boja minerala nadenih u urinarnom traktu najcesce
varira od smede do maslinasto zelene, rjede se nalaze Zuti ili bijeli kristali. Varijabilnost
boje ovisi o koli¢ini uklopaka organske materije u mineralu, Sto ukljucuje i krv.
Whewellitski kamenci su uglavnhom smjesteni na bubreznoj papili, maloj izbocini unutar
bubrega. Kada se to dogodi kamenac u vecini slucajeva sadrzi jezgru koja je po sastavu
fosfatna i ukljuéuje minerale kao Sto su brushite ili whitlockit, te minerale iz grupe apatita.
Ako se kamenac nije formirao na bubreznoj papili uglavhom ima centralnu apatitsku

jezgru. Oba tipa kamenaca se formiraju koncentri¢no ili radijalno oko centralne jezgre.
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Weddellit

Weddellit (CaC,04 - 2H,0) (Back & Mandarino, 2008) je organski mineral koji kristalizira u
tetragonskom sustavu (Katkova et al., 2007). Dobio je ime po lokalitetu gdje je naden, u
sedimentima Weddellskog mora na Antartici. Nalazi se kao autigeni mineral u tresetu i u
lagunskim sedimentima. MozZe se formirati prilikom reagiranja kalcita i oksalne kiseline
(H2C,04) koju ispustaju lisajevi ili kao derivat iz otopine SiSmiSjeg izmeta (guano) (Frost,

2004).

Za razliku od whewellita, weddellit se u urinarnom traktu javlja u obliku dobro formiranih
tetragonskih dipiramidalnih kristala i agregata formiranih oko jednog kristala (Gibson,
1974). Boja je takoder varijabilna, ovisno o koli¢ini uklopaka organske materije. Najcesce

se javljaju kristali u rasponu od Zute do bijele boje, a ponekad mogu biti i bezbojni.

Pseudomorfoza

Whewellit se mozZe formirati parcijalnom dehidracijom weddellita, stvarajuéi savrSene
pseudomorfe. Pojavljuje se u obliku pravilnih prizmi, fino zagladenih ili ostrih rubova
(Gibson, 1974). Postoje bezbojni, Zuti, zeleni i smedi varijeteti, ponekad u istim
pseudomorfama. Izmjena zapocinje u centru kristala i kre¢e prema povrsini, gdje je rijetko
kad izmijenjen cijeli kristal. Uglavnom je kristal na rubovima neizmijenjen, vjerojatno zbog
kontakta s vodenom okolinom u urinarnom traktu koja uzrokuje stabilnost weddellita.
Medutim, weddellitni kamenci drzani na suhom mjestu ne pokazuju dehidraciju u

whewellit, ¢ak ni nakon 5 godina.
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5.1.2. Kalcijski fosfati
Grupa apatita

U grupu apatita ubrajamo niz kalcijskih fosfata, ciji se ¢lanovi vrlo tesko razlikuju zbog
Cestih izmjena. Na temelju kemijskog sastava minerala razlikujemo fluorapatit,
hidroksilapatit, klorapatit i karbonat-apatit. Ovi minerali su vazan dio ljudskog organizma
u kojem izgraduju kosti i zube. Kristaliziraju u heksagonskom sustavu (Back & Mandarino,
2008). U bubreznim kamencima javljaju se kao dva ¢lana, hidroksilapatit, Ca1o(PO4)s(OH),,
i karbonat-apatit u kojem funkcionalna skupina CO30H zamjenjuje fosfatnu skupinu

(Gibson, 1974).

Oni su jedni od najzastupljenijih minerala u kamencima. Dolaze u asocijaciji s drugim
tvarima koje izgraduju kamence, Cesto kao centar taloZenja ostalih tvari. Mogu se javljati
kao sitnozrnati bijeli, zZuti ili svijetlosmedi prah, te kao staklasti, masivni materijal, Zute,
smede ili crne boje. Naravno, boja je ovisna o koli¢ini uklopaka organske materije.
Uglavnom su tanko laminirani, bilo da se radi o Cistom apatithom kamencu ili apatitu koji
se nalazi unutar pukotina na oksalatnom kamencu. Staklasti apatit se ponekad sastoji od

koncentri¢nih lamina debljine 2-4 mikrona tvoreci sfericne kamence.

Pri neutralnoj pH vrijednosti i niskim koncentracijama magnezija u organizmu, doci ¢e do
stvaranja hidroksilapatita koji se mozZe pojaviti kao komponenta u mjesovitim kamencima,
odnosno dolaziti ¢e u asocijacijama s ostalim mineralima koji mogu tvoriti kamence
(Grases et al., 1998). Tada najcesce kristalizira u obliku sferula koje su vidljive pod veéim
poveéanjem, te daju kamencu praskastu teksturu. Sferule zapunjavaju pukotine na
povrsini kamenca i u njegovoj unutrasnjosti. Mogu se pojaviti pojedinacno ili kao
aglomerat, te u vedini slu¢ajeva imaju centralnu Supljinu. Njihov mali promjer, centralna
Supljina i okrugli oblik ukazuje da se razvijaju u sku€enim prostorima sa slabim protokom
urina. Njihov nastanak povezan je s malim Supljinama okruglastog oblika na povrsini
kamenaca. Supljine su ispunjene tekuc¢inom, te ako pored njihovog otvora prode slabi
protok, tekuéina unutar Supljine pocinje se rotirati oko centra tvoreci vrtlog. Vrtlog talozi
male ¢&estice unutar Supljine, odnosno oko njene povrsine, tako da u centru zaostaje

tekucina. Ta tekudina kasnije presusi i ostaje samo centralna Supljina u kamencu.
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Kamenci koji nastaju tim putem mogu se, ali i ne moraju do kraja razviti. U slucaju da se
razvije u potpunosti (ako ima prostora za daljnji rast), kamenac ¢e imati centralnu Supljinu
koja ¢e biti vidljiva tek razbijanjem sferule. A ako se ne razviju u potpunosti, zbog
nedostatka prostora ili oslabljenog protoka tekuéine, centralna Supljina bit ée uodljiva i

bez prethodnog razbijanja sferule.
Brushit

Brushit (CaHPO4:2H,0) (Back & Mandarino, 2008) je manje zastupljeniji mineral od
apatita, ali ga se svejedno smatra Cestim mineralom u kamencima (Gibson, 1974).
Uglavnom je vezan za kiseli medij. Javlja se u formi bezbojnih do Zutih monoklinskih
kristala, te ¢esto tvori radijalne agregate, dajuci povrsSini kamenaca grubu nodularnu
teksturu. Ima izrazenu kalavost, a na plohama kalavosti vidljiv je sedefasti sjaj. Brushitni

kamenci su najcesée kuglastog oblika, te nemaju centralnu Supljinu (Grases et al., 1998).
Monetit

Monetit (CaHPO,) (Back & Mandarino, 2008) nije toliko ¢est mineral u bubreznim
kamencima. Kristalizira u triklinskom sustavu, te predstavlja brushit bez vode (Gibson,
1974). Njegova pojava u Zivim organizmima opisana je tek 1974. godine. Tada je
proucavana i njegova formacija u ljudskom tijelu, gdje se javlja pri vrlo niskoj pH

vrijednosti urina, od 4,13 do 5,08, te dolazi u asocijaciji s brushitom.
Whitlockit

Whitlockit (CagMg(PO30H)(PO4)¢) (Back & Mandarino, 2008) unutar urinarnog trakta nije
stabilan, te umjesto njega precipitira apatit. S obzirom da je whitlockit u prirodi stabilan
ukoliko u svojoj strukturi ima magnezija i cinka, pretpostavka je da se ista stvar dogada u
ljudskom tijelu. Male koli¢ine whitlockita ponekad mogu stvoriti koricu oko kamenaca koji
su gradeni od struvita (magnezijskog fosfata). U asocijaciji s apatitom, whitlockit tvori
debele slojeve, sto upucuje na dugotrajne promjene u okolisu, te takoder ukazuje na
obogacenje magnezijem. U kamencima se takoder mogu dogadati izmjene funkcionalnih
skupina, gdje CO30H zamjenjuje POy, kao Sto je veé¢ spomenuto kod minerala grupe

apatita (Gibson, 1974).
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5.2. Litijaza u ,inficiranom mediju“ (struvitna litijaza)

Prilikom infekcije mokraénog sustava moZze dodi do stvaranja fosfatnih kamenaca unutar
urinarnog trakta (15 — 20% populacije) (Kuzmanic, 1991). Bakterije koje posjeduju enzim
ureazu (najcesce rod Proteus), cijepaju ureu i stvaraju amonijak. Tada mokraca postaje
alkalna Sto pogoduje kristalizaciji fosfata obzirom da je njihova topljivost u alkalnim
sredinama vrlo slaba. Terapija u takvim slucajevima mora ukljucivati lijeCenje infekcije
koja je dovela do stvaranja kamenaca, te naknadno zakiseljavanje mokrace primjenom

amonijeva klorida.

5.2.1. Magnezijski fosfati

Magnezijski fosfati su indikatori infekcija u urinarnom traktu. U vecini slucajeva,
precipitacija samih minerala moze biti pojacana ili katalizirana prisutnoS¢u patogenih
organizama (Gibson, 1974). Obzirom da su magnezijski fosfati stabilni u odredenim pH
uvjetima, terapija pacijenata se temelji na stabilizaciji pH uvjeta u urinarnom traktu nakon

nestanka infekcije, odnosno nestanka patogenih organizama (Kuzmanié¢, 1991).
Struvit

Struvit (MgNH4PO, - 6H,0) (Back & Mandarino, 2008) je mineral koji kristalizira u
rompskom sustavu (Gibson, 1974). Unutar urinarnog trakta pojavljuje se u obliku
bezbojnih kristala s vrlo dobro razvijenim formama. Takvi kristali su milimetarskih
dimenzija, te ispunjavaju Supljine, pukotine i pore u laminiranim kamencima gradenih od
praskastog apatita, koji koprecipitira sa malim kristalima struvita. Takav kamenac se
najéesce grana i zadire u bubrezne Supljine, zaokupljujuéi prostor u kojem se inace nalazi
urin. Razgranati kamenac naziva se ,staghorn” i gotovo je uvijek vezan za bakterijske
infekcije uzrokovane sojom bakterija koje cijepaju ureu. Postotak apatita i struvita u
»staghorn” kamencu moze varirati od Apg do Apago, ali najéesci odnos ostaje izmedu Apyg i
Apso. Sto je veca struvitna komponenta kamenci postaju porozniji, te kristali struvita u

agregatima imaju stupicast, pomalo radijalan raspored.

14



Inficirani urin iz kojeg precipitira struvit je alkalan, zbog prisutnog amonijaka, te zbog toga
skoro nikad ne dolazi u asocijaciji s oksalatima, kiselim kalcijskim fosfatima i mokra¢nom

kiselinom, koji su stabilni u kiselim sredinama.

Newberyit

Newberyit (MgHPO,4:3H,0) (Back & Mandarino, 2008) spada u kisele fosfate, ali se unutar
urinarnog trakta javlja u asocijaciji sa struvitom, te je Cesto vezan za infekcije urina
uzrokovane bakterijom Proteus mirabilis (Gibson, 1974). Bakterije roda Proteus
oslobadaju amonijak (NH3) te tako povedavaju pH urina, koji tada postaje alkalan.
Newberyit u kamencima mozZe nastati na dva nacdina, moZe precipitirati zbog bakterijske
aktivnosti (alkalni newberyit) ili samostalno, ali tada precipitira u kiselom mediju (kiseli

newberyit).

Newberyit kristalizira u rompskom sustavu i najces¢e se javlja na povrsini ili u pornom
prostoru apatitno-struvitnih kamenaca u obliku blijedozelenkastih do bijelih sferula.
Sferule zauzimaju 10 do 20% cijelokupnog volumena kamenca, ali ako je kamenac jako
fragmentiran mogu sacinjavati i do 90% volumena. Naime, mogu se javljati i u vidu dobro
formiranih kristala, takoder na povrsini apatitno-struvitnih kamenaca. Kristali su obi¢no

zelene boje i manji su od 0,5 mm u promjeru.

Newberyit se moZe javiti i u asocijaciji s kristalima mokraéne kiseline, te predstavlja
stabilni magnezijski fosfat koji je vezan za kisele uvjete urinarnog trakta. Veza izmedu
kisele i alkalne faze mozZe biti objasnjena bioloskom aktivnosS¢éu. Pretpostavka je da

odredeni soj bakterija stvara kiseli mikro-okolis, te katalizira reakciju stvaranja amonijaka.

Hannayit

Hannayit, Mg3(NH4),H4(PO4)s - 8H,0 (Back & Mandarino, 2008), je triklinski mineral bijele
boje (Gibson, 1974). Vezan je za neutralne do slabo kisele uvjete unutar urinarnog trakta,
te ne spada u Ceste minerale bubreznih kamenaca. U vedini sluc¢ajeva tvori koricu oko

kamenca, najcesée oko slabo povezanih kristalini¢nih agregata.
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5.3.  Uri¢na litijaza

Ucestalost uri¢ne litijaze iznosi 5 do 10% sveukupne populacije (Kuzmani¢, 1991). Faktori
koji pogoduju nastanku uri¢nih kamenaca su: povecano izlu¢ivanje mokracne kiseline,
stvaranje kiselog urina u kojem je topljivost mokraéne kiseline znatno smanjena, te
manjak nekih makromolekulskih spojeva u mokraéi koje utjeCu na topljivost mokracéne
kiseline. S obzirom da takva mokraéa predstavlja kiseli medij, jedina terapija oboljelih je

alkalizacija mokrace.

5.3.1. Kamenci mokraéne kiseline

Kamenci mokracne kiseline predstavljaju oko 13% sveukupnog broja bubreznih kamenaca
u svijetu (Grases et al., 2000). Medutim, oni nisu istrazivani u istoj mjeri kao kalcijski
oksalati i fosfati, a to je vjerojatno zbog relativno lake terapije, koja ukljucuje alkalizaciju

urina i povecan unos tekudine, te se bolesnik vrlo brzo oporavlja.

Kamenci mokracne kiseline precipitiraju iz vodene otopine, te se mogu javiti kao anhidrat
(CsH4N403) ili dihidrat (CsH4N403:2H,0) mokraéne kiseline, ovisno o uvjetima u samom
organizmu. Kamenac koji sadrzi kristaliziranu mokraénu kiselinu mozZe sadrzavati obje
komponente, gdje ée naposljetku dihidrat prije¢i u bezvodni oblik, anhidrat mokraéne
kiseline. Takvi kamenci su uglavnom javljaju kao sferulasti agregati, koji imaju glatku, ali
ne ispoliranu povrsinu. Njihov presjek pokazuje koncentri¢ne slojeve mikrokristalnog
materijala koji se isti¢u u blizini jezgre kamenca. Jezgra kamenca je uglavnom sastavljena
od plocastih, nasumiéno orijentiranih kristala mokraéne kiseline. U vecini slucajeva se
izmedu kristala nalazi vlaknasti organski matriks. U nekim slu¢ajevima nastanak kamenaca
mokraéne kiseline moze biti povezan s nekim bolestima kod kojih dolazi do razgradnje

nukleinskih kiselina (npr. leukemija) (Sikiri¢, 1998).
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Uricit

Uricit (CsH4N403) (Back & Mandarino, 2008) predstavlja bezvodni spoj, anhidrat mokraéne
kiseline. On kristalizira u monoklinskom sustavu, te je puno ucestaliji od dihidrata
kroz 24 sata moZe dogoditi transformacija dihidrata u anhidrat. Uricit takoder moze
nastati procesom nukleacije i kristalnim rastom, a ne samo faznom pretvorbom.

Uglavnom se obje modifikacije javljaju u obliku ploc¢astih kristala.

5.4. Cistinska litijaza

Razlog zbog kojeg nastaju cistinski kamenci je poremecaj u transportu diabazi¢ne
aminokiseline, cistina. U takvim slucajevima mokraca je prezasi¢ena cistinom, Cija je
topljivost u mokraci i inate mala, pa se ispunjavaju uvjeti za kristalizaciju i nastanak
kamenaca (cistinurija). S obzirom da se cistinu povecava topljivost u pH sredini veéoj od 8,
terapija za oboljele je alkalizacija urina. Cistinski kamenci su relativno rijetki, javljaju se u

samo 1 do 2% sveukupne populacije (Kuzmani¢, 1991).

5.4.1. Cistinski kamenci

Cistinski kamenci (CgH1,N,04S,), promatrani golim okom imaju masni sjaj i uglavnom su
Zuckaste boje, a pomoéu mikroskopa se mogu prepoznati po karakteristicnim plosnatim

heksagonskim kristalima cistina (Ahmed et al., 2006).
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6. Materijali i metode istrazivanja

Prilikom ovog istrazivanja analizirano je sedam uzoraka prikupljenih od oboljelih ljudi s

podrucja grada Zagreba i Osijeka. Uzorci koji su prikupljeni s podrucja grada Zagreba

oznaceni su slovom K i pripadaju¢im brojem, a kamenci s podrucja grada Osijeka oznaceni

su slovima Os, te njihovim pripadaju¢im brojem. Oni se makroskopski razlikuju po velicini,

koja varira od nekoliko mm do 10-ak cm, boji (varijacije od bijele do tamnosmede), te

strukturi i teksturi. U svrhu odredivanja njihovog to¢nog faznog sastava napravijena je

rentgenska difrakcija na prahu (XRD), a mikroskopske metode (pretrazna elektronska

mikroskopija i mikroskopija atomskih sila) koristene su za detaljniju analizu povrsine,

odnosno za odredivanje morfologije prisutnih kristala i matriksa, te same topografije

povrsine kamenaca u vidu trodimenzionalnih slika.

Tablica 1. Popis uzoraka i njihove karakteristike

Velicina prije

Uzorak Boja Morfoloske karakteristike
fragmentacije (cm)
cjeloviti kamenac, smedi bubreZasti
smeda, : - .
K5 bitel agregat na kojem se nalazi bijela praskasta =0,4
ijela
J komponenta
. cjeloviti kamenac, na povrsini vidljivi
K7 Zuta L =0,6
razvijeni kristali
. Cetiri fragmenta, praskasta povrsina, na
Os2 Zuta . G =1,5
unutarnjem dijelu vidljivi izduzeni kristali
Zuckasto-  cjeloviti kamenac, na zuékasto-smedoj fazi
Os3 smeda, vidljivi kristali, a bijela faza ima praskastu =0,5
bijela povrsinu
. Cetiri fragmenta, kamenac je masivnog
Os5 zuta . . . =1,5
izgleda, kristaliniéna povrsina
Sest fragmenata, praskasta povrsina s
Os7 svijetlozuta nakupinama sferulita, vidljive lamine na =1,5
rubovima fragmenata
uzorak se sastoji od dva dijela, vedi dio je o
, T : =10 (vei dio),
Osl1 bijela razgranat, a manji dio je kuglastog izgleda .
=2 (manji dio)

(sferulit)
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6.1. Rentgenska difrakcija na prahu (X-Ray Diffraction, XRD)

Rentgenska difrakcija na prahu je brza analiticka metoda koja se primarno koristi za
identifikaciju kristalnih materijala, pa se tako u uzorku koji sadrzi vise kristalnih faza moze
otkriti njegov kompozitni kemijski sastav (Dutrow & Clark). Metoda je destruktivna, Sto
znaci da se uzorak mora usitniti u fini prah. XRD metoda ukljucuje interakciju rentgenskih
zraka (valne duljine A) s elektronima u atomu uzorka. Na mreZnim ravninama analiziranog
kristala, koje su razmaknute medumreznim razmakom (d), moze dodi do njihove difrakcije
pod odredenim kutem (0) ako je zadovoljen Braggov zakon, koji glasi nA = 2d sin 6.
Tijekom eksperimenta okretanje nosaca s uzorkom omogucuje difrakciju veéeg broja 26
kuteva zbog nasumicne orjentacije usitnjenog materijala. Difraktirane zrake se tada
detektiraju i procesuiraju u racunalu. Rezultati istraZzivanja se prikazuju u vidu
difraktograma koji sadrze difrakcijske maksimume (intenzitete) karakteristicne za
pojedine minerale. Dobiveni intenziteti na difraktogramu uvrste se u bazu podataka na

racunalu, na temelju kojih se sazna konacan rezultat istrazivanja.

XRD je najprihvacenija metoda u analizi bubreinih kamenaca (bez obzira Sto je
destruktivna) jer se jednim eksperimentom mogu identificirati svi razli¢iti minerali u
jednom bubreznom kamencu. Prednost XRD metode je moguénost analiziranja kamenaca
koji prethodno nisu morali biti kirurski odstranjeni iz tijela, ve¢ se razbijaju izvantjelesnom
litotripsijom udarnim valovima, te se fragmentirani kamenac moze sakupiti iz mokrace za

daljnju analizu (Giannossi & Summa, 2012).

Uzorci su analizirani na Mineralosko-petrografskom zavodu Geoloskog odsjeka
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu. Koristen je uredaj Phillips X'Pert Pro za
rentgensku difrakciju na prahu, upotrebljavajuéi bakrenu anodu (Cu Ko (A = 1.54178 A))
pri naponu od 40 kV i jakosti struje od 40 mA.
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6.2. Pretrazna elektronska mikroskopija (Scanning Electron Microscopy, SEM)

Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) je vrlo Cesto koristena metoda kada je u pitanju
ispitivanje detaljne morfologije odredenog materijala zbog moguéeg uveéanja od 10, pa
do preko 500 000 puta. Osim proucavanja morfologije materijala, pomoéu SEM-a moze se

saznati i njegov opci kemijski sastav (Plodinec, 2014).

U SEM eksperimentu vazno je da se kolona mikroskopa nalazi pod vakuumom kako bi
elektroni imali istu energiju i putanju. Elektroni se pomocu termionske emisije izbacuju iz
elektronskog topa (izvora elektrona) koji sadrzi katodu od volframa. Naime, volfram ima
najvecu tocku talista od svih metala pa se moZe zagrijati na temperaturu pri kojoj ce
emitirati elektrone. Formirani snop primarnih elektrona se pomoc¢u kondenzorskih leca
fokusira u malu tocku promjera 0,4-5 nm. Takav fokusirani snop elektrona prolazi kroz
parove deflekcijskih zavojnica koje otklanjaju snop u x i y smjeru od osi, u svrhu skeniranja
kvadratnog podrucja uzorka (slika 1). Skeniranje uzorka dogada se prelaskom uskog snopa
primarnih elektrona preko povrsine uzorka. Prilikom medudjelovanja elektrona iz snopa i
molekula (atoma) uzorka stvara se signal koji se detektira. Signal stvara sliku na video

ekranu, a ostrina slike ovisi o jacini signala s uzorka.

izvor elektrona

R

P
kondenzorske lece g Q
deflekcijske zavojnice "n

zavréna leca f‘a
E-
g ‘

snop primarnih elektrona

pojacalo

video ekran

detektor
elektrona

uzorak /

Slika 1. Prikaz sheme rada SEM instrumenta (preuzeto sa: MyScope (AMMREF),

http://www.ammrf.org.au/myscope/sem/practice/principles/layout.php)
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Prilikom interakcije elektrona iz snopa i atoma uzorka dolazi do izbijanja elektrona iz
elektronskog omotaca atoma u uzorku. Izbijene elektrone nazivamo sekundarnim
elektronima (SE), koji najées¢e imaju energiju manju od 50 keV. Zbog svoje brojnosti i
male energije, sekundarne elektrone najlakSe je detektirati. SE detektor prikazuje

povrsinu uzorka u visokoj rezoluciji, te se pomocéu njega proucava morfologija uzorka.

U slucaju sudara elektrona s atomskom jezgrom atoma koji grade uzorak, elektron iz
snopa moze se elasticno odbiti natrag. Takvi elektroni se nazivaju elektroni povratnog
rasprienja ili BSE (Back Scatter Electrons), te se detektiraju pomocu BSE detektora. BSE
detektor koristi se za proucavanje razlike u kemijskom sastavu materijala, tako da se
uzorak prikazuje u nijansama sive boje koje odgovaraju atomskoj teZini atoma uzorka.
Kemijski elementi razli¢itih atomskih brojeva uzrokovat ce razli¢iti kontrast na detektoru,

te tako omoguciti daljnju kemijsku analizu uzorka.

Izbijanjem elektrona iz elektronskog omotaca otvara se prazno mjesto, koje se popunjuje
elektronom iz druge elektronske ljuske vise energije. Prilikom tog skoka elektrona, atom
emitira rentgensku zraku koja je karakteristi¢na za svaki element. Rentgenske zrake
detektiraju se pomodu detektora EDXS (energijski disperzivni rentgenski spektrometar,
eng. Energy Dispersive X-ray Spectrometer), koji sluzi za obavljanje kemijske analize na

temelju rentgenskog zrafenja atoma odredenog elementa.

Neki uzorci prilikom bombardiranja snopom elektrona mogu absorbirati elektrone ili ih
akumulirati na samoj povrsini koji odbija elektronski snop, pa ée i snimanje biti oteZano.
Priprema takvih, nevodljivih uzoraka uklju¢uje presvlaéenje uzorka nanometarskim

filmom metala ili ugljika koji nec¢e odbiti elektronski snop (Mukhopadhyay, 2003).

Uzorci su analizirani na Geolosko-paleontoloskom zavodu GeoloSkog odsjeka,

Prirodoslovno-matematic¢kog fakulteta u Zagrebu.
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6.3. Mikroskopija atomskih sila (Atomic Force Microscopy, AFM)

AFM uredaj pripada mikroskopima s pretraznom probom (eng. Scanning Probe
Microscopy, SPM) (Pletikapi¢, 2013). AFM se razlikuje od standardnih mikroskopa po
tome Sto mozZe dati prikaz povrSine uzorka u tri dimenzije, za razliku od svjetlosnog ili
elektronskog mikroskopa. Tradicionalni mikroskopi stvaraju 2D sliku pa ne mogu dati
informaciju o visini povrsine, te se zbog toga uzorak mora okretati ako se Zeli dobiti bolji
prikaz razlike u visini. Za razliku od svjetlosnog i elektronskog mikroskopa koji moraju
fokusirati svijetlo ili snop elektrona na povrSinu uzorka, AFM funkcionira tako da

pretraZzuje povrsinu uzorka pomocu pretrazne probe.

Pretrazna proba sastoji se od savitljive poluge na kojoj se nalazi ostri Siljak, a uz probu
uredaj sadrzi i piezoelektri¢no pretraZivalo na koje se stavlja uzorak, te se moze pomicati
u X, y iz smjeru. AFM-ov opticki sustav za detekciju otklona poluge ukljuéuje laser i
fotodetektor (fotodiodu) (slika 2). Siljak je pozicioniran na kraju savitljive poluge, duZine
od 100 do 200 mikrona, te je najéesée piramidalnog ili koni¢nog oblika visine oko 4-5

mikrona (Eaton & West, 2010).

Savitljive poluge gradene su najc¢esce od silicija ili silicijevog nitrida, a razlika medu njima
odnosi se na konstantu pojedine poluge (ovisno o tvrdodi uzorka), te na razli¢ite radijuse
zakrivljenosti vrha Siljka. Radijus zakrivljenosti Siljka utjece na rezoluciju slike, a konstanta

poluge odreduje silu primijenjenu na uzorak (Pletikapi¢, 2013).

Intermolekularne interakcije izmedu atoma uzorka i atoma Siljka uzrokuju odbijanje ili
priviacenje Siljka i povrsine uzorka, sto rezultira savijanjem poluge na kojoj se nalazi Siljak.
Otklon poluge proporcionalan je sili izmedu atoma Siljka i atoma na povrsini uzorka.
Sustav detekcije otklona poluge mjeri magnitudu pomaka, tako da detektira lasersku
zraku koja se pod kosim kutem reflektira od kraja poluge do opti¢kog sustava smjestenog
u glavi uredaja (fotodioda). Povratna sprega ostvaruje se preko baze uredaja, te
omogucuje pozicioniranje uzorka s precizno$¢u od nekoliko Angstrema (A). Ovisno o
rezimu rada mozZe se namjestiti da piezoelektriéno pretraZivalo primjenjuje konstantnu
silu ili konstantni otklon (deflekcija) izmedu Siljka i povrSine uzorka, a pomocu rac¢unala se

povratni signal Z prevodi u topografsku sliku povrsine (3D slika).
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laser

fotodetektor
A ogledalo
B
laserski

snop ’

savitljiva poluga

ostri siljak povrsina uzorka

kontroler | piezoelektri¢cno
pretrazivalo

Slika 2. Shematski prikaz rada AFM instrumenta (preuzeto od Pletikapi¢, 2013)

U oslikavajuce rezime rada ubrajamo kontaktni rezim rada (eng. contact mode) i tapkajudi
rezim rada (eng. tapping mode), te se pomodu njih prikazuje topografija i morfologija
uzorka. Kontaktni rezim rada ukljucuje stalni dodir Siljka i povrSine uzorka, te se koristi za
oslikavanje tvrdih, najceSc¢e kristalnih uzoraka, dok se tapkajuci rezim rada koristi za

oslikavanje mekanih bioloskih uzoraka.

AFM u kontaktnom rezimu koristi povratnu vezu izmedu piezoelektri¢nog pretrazivala i
fotodiode, te odrzava konstantan otklon poluge (deflekciju) tako da prilagodava visinu
probe u svakoj tocki mjerenja. S obzirom da je Siljak u stalnom dodiru s povrSinom uzorka
dolazi do stvaranja jakih lateralnih sila koje mogu uzrokovati deformaciju meksih uzoraka.
U tapkajuéem reZimu rada poluga se ponasa poput oscilatora (amplituda osciliranja je
manja od 100 nm) kada prelazi preko povrsine uzorka, te tek povremeno dodiruje uzorak.

Prilikom ovog istrazivanja koristen je kontaktni reZzim rada na AFM-u.

Priprema uzoraka je vrlo jednostavna jer se uzorci prije eksperimenta ne trebaju bojiti ili
prevladiti slojem metala i sl. Najbitnije je da se uzorak ¢vrsto pricvrsti na atomski ravnu
podlogu. Kao podloga se moze koristiti tinjac, staklo, piroliticki grafit ili razlic¢ite vrste

membranskih filtera odredene veli¢ine pora.
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Uzorci su analizirani AFM uredajem (Multimode AFM, Nanoscope llla controller (Veeco
Instruments, Santa Barbara, CA), vertical engagement (JV) 125 mm scanner) na Institutu
Ruder Boskovi¢ u Zagrebu. Rezultati analize obradeni su u WSxM programu za obradu
AFM slika. Prilikom analiza neobradenih AFM slika u WSxM programu (Horracas et al.,
2007) dobivaju se po dvije dodatne slike na kojima je vidljiv detaljan 2D i 3D prikaz

povrsine kamenca.
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7. Rezultati

7.1. Rentgenska difrakcija na prahu

Rentgenskom analizom dobiveni su difraktogrami istraZivanih uzoraka kamenaca (slike 3-
9), te su uz njih priloZzene tablice koje pokazuju identifikacijski broj kartice i kemijsku
formulu odredenog minerala (tablice 2-8). Tablice njihovih difrakcijskih maksimuma

(tablice I-VIl) nalaze se u Prilogu I.

Uzorak K5
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Slika 3. Difraktogram uzorka K5

Tablica 2. Broj kartice minerala whewellita

Broj kartice Naziv minerala Kemijska formula

00-020-0231 Whewellit CaC,04 - H,0
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Uzorak K7
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Slika 4. Difraktogram uzorka K7

Tablica 3. Broj kartica minerala weddellita i whewellita

Broj kartice

Naziv minerala

Kemijska formula

01-075-1314
00-016-0379

Weddellit
Whewellit

Ca C204 .
CaCZO4 .

2H,0
H,O
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Uzorak Os2

Relativni intenzitet
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Slika 5. Difraktogram uzorka Os2

Tablica 4. Broj kartica minerala whewellita i hidroksilapatita

Broj kartice Naziv minerala Kemijska formula
00-016-0379 Whewellit CaC,04 - H,O
00-001-1008 Hidroksilapatit Ca1o(PO4)6(OH),
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Uzorak Os3
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Slika 6. Difraktogram uzorka Os3

Tablica 5. Broj kartica minerala brushita, weddellita i whewellita

Broj kartice

Naziv minerala Kemijska formula

00-009-0077
00-016-0379
00-020-0233

Brushit Ca(HPO,) - 2H,0
Whewellit CaC204 . Hzo
Weddellit CaC204 . 2H20
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Uzorak Os5

Relativni intenzitet
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Slika 7. Difraktogram uzorka Os5
Tablica 6. Broj kartice minerala cistina

Broj kartice Naziv minerala Kemijska formula
00-037-1802 Cistin C6H12N20452
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Uzorak Os7

Relativni intenzitet
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Slika 8. Difraktogram uzorka Os7
Tablica 7. Broj kartice minerala uricita
Broj kartice Naziv minerala Kemijska formula
00-028-2016 Uricit CsH4N4O3
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Uzorak Os11

Relativni intenzitet
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Slika 9. Difraktogram uzorka Os11
Tablica 8. Broj kartice minerala struvita
Broj kartice Naziv minerala Kemijska formula
01-071-2089 Struvit MgNH4PO, - 6H,0
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7.2. Mikroskopske analize

Uzorci su najprije promatrani svjetlosnim mikroskopom, pod reflektiraju¢im svijetlom.
Analiziranje kamenaca svjetlosnim mikroskopom moZe dati podatke o morfologiji i
odredenim karakteristikama uzoraka na koje se kasnije treba usredotociti prilikom
detaljnijih analiza povrSine SEM i AFM metodama, s obzirom da se pomodu njih uzorak
promatra pod velikim uveéanjem. Rezultati svih spomenutih mikroskopskih analiza

prikazani su u nizu slika, od slike 10 do slike 36.

Kamence promatrane pod lupom pokazuju slike: 10 (K5), 15 (K7), 18 (Os2), 22 (0s3), 25
(Os5), 28 i 29 (0Os7), te 33 (Os11). Dobivene slike SEM analizom za sve uzorke pokazane su
na slikama redoslijedom: 11 i 12 (K5), 16 (K7), 19 i 20 (0s2), 23 (0s3), 26 (0s5), 30 i 31
(Os7), te 3536 (0Os11). AFM analiza uzoraka kamenaca promatranih i analiziranih u ovom
radu pokazana je na slikama: 13 i 14 (K5), 17 (K7), 21 (0s2), 24 (0s3), 27 (0s5), 32 (0s7),
te 3536 (0s11).

Uzorak K5 (whewellit)

Slika 10. Na uzorku K5 vidljive su dvije kristalne faze koje se razlikuju po boji i teksturi,
smeda faza je dominantna te sadriZi sferulite, dok se bijela faza javlja kao sitni prah koji

prati linije spajanja sferula

32



DA

EEM MK 10TA U=l ta Ocky L "y : D=1, e Detoihr

A T DATE Of2ane 100 v Wega OTescan v 08 DATE Ofvadne 2un Wega OTeacan
VAL WY Dovwesy TEIMUW Cgtr Manoscogn Inage) WAL Wiie Dovioy TEG1 UM gt Nonoscogy Inagng

Slika 11. a) povrsina whewellitnog (We) kamenca snimana SEM instrumentom, minerali u
kamencu pokazuju odredenu orijentaciju i pravilno slaganje, veli¢ine 10-ak um; b) uvecani

prikaz minerala i teskih elemenata (bijele kockice)

Slika 12. SEM prikaz bijele faze na
whewellitnom kamencu,
hidroksilapatitne sferule (Hap) veli¢ine

od 5-10 um

MY W00AY DATE: 0522714 50 um Vega ©Tescan
VAC MVac Device: TS51360M Digtal Micrescopy Imagng
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Slika 13. a) i d) neobradene AFM slike; b) morfoloski prikaz povrsine kamenca, odnosno
tamnosmede faze kristalne kamenca (whewellit) gdje je vidljiva stepenicasta struktura
gradena od cestica koje su manje od 1 mikrona (jezgre kristalizacije), te se njen
topografski (3D) prikaz moze vidjeti na slici ¢); e) uvecani prikaz morfologije kamenca, te
se njen topografski prikaz nalazi na slici f)

d0Cnm 4(Xnm
rr—r -

2(¥nm
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Slika 14. a) i d) neobradene AFM slike; b) jasno vidljive orijentirane jezgre kristalizacije
minerala whewellita, Sirine oko 200 nm, i manje, a njihov 3D prikaz nalazi se na slici c); e)
uvecani prikaz jezgara kristalizacije, njihov 3D prikaz nalazi se na slici f)
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Uzorak K7 (weddellit, whewellit)

Slika 15. Na uzorku K7 vidljiva dominantna kristalna faza minerala weddellita,

prepoznatljivi su po dipiramidalnoj formi kristala

SEM MAG: 55 % DET: SE Detector [ L SEM MAG: 530 % DET: SE Detector : i |

HY: 5.0 kY DATE: 1211714 1mm Vega @Tescan HY: 5.0 kY DATE: 12117114 100 um Vega @Tescan
VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging  VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 16. Uzorak K7 sniman SEM instrumentom; a) weddellitni kristali (Wd) veéi od 1mm
sa sraslacima, okruzeni su sitnozrnatom komponentom; b) uvecani prikaz sraslaca

minerala weddellita, veli¢ine kristala sraslaca variraju od 40-200 um
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Slika 17. a) i d) neobradene AFM slike; b) ploha minerala weddellita na kojoj se nalaze
Cestice gradene od minerala whewellita ili nekih organskih tvari, njen topografski prikaz
se nalazi na slici c); e) jasan uvid u tragove rasta kristala koji su vidljivi kao izjedine,

odnosno rupice, topografski prikaz plohe weddellita nalazi se na slici f)

36



Uzorak Os2 (whewellit, hidroksilapatit)

Slika 18. Uzorak Os2 sastoji se od Cetiri fragmenata jednog kamenca, vanjska povrsina se

razlikuje od unutrasnjosti, s unutrasnje strane vidljivi plocasti kristali

Ja— - SEMNAL ] Tk
DATE 1 /ns (R Vigu Tkt HY. 1I0W DATE 1 Nne N Vige OTuitn
Devkie TES1 0NN Dplal Miroad egy W gy Wl MV Dewie T84 39uN Dptal M Lrdnc Oy Yraph)

Slika 19. Uzorak Os2 sniman SEM instrumentom; a) krupni plan povrsine kamenca
whewellitnog i hidroksilapatitnog sastava (SEM); b) uvecani prikaz hidroksilapatitne

povrsine, vidljiv biofilm na povrsini kamenca (ekstracelularni polisaharidi (Eps) + bakterije)
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Slika 20. Uzorak 0s2 sniman SEM instrumentom (presvucen slojem ugljika); a)
ekstracelularni polisaharidi prekrivaju vecinu povrsine, vidljiva je mineralna podloga,
minerali hidroksilapatit (Hap) i whewellit (We); b) ekstracelularni polisaharidi pod veéim
uvecanjem; c) uvecdani prikaz ekstracelularnih polisaharida kako prianjaju uz mineralnu
podlogu; d) ekstracelularni polisaharidi na kojima se vidi prisutnost bakterija u

nakupinama
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Slika 21. a) i d) neobradene AFM slike; b) mikrometarski prikaz povrsine kamenca, vidljiva
neravna stepenicasta struktura povrsine, topografski prikaz povrsine nalazi se na slici c);
e) uvecani prikaz povrSine pokazuje prorastanje dviju faza u kamencu (tanka izduzena
izboCenja predstavljaju manje zastupljenu fazu u kamencu, hidroksilapatit), njen

topografski prikaz nalazi se na slici f)
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Uzorak Os3 (brushit, weddellit, whewellit)
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Slika 23. Uzorak Os3 sniman SEM instrumentom; a) kristali minerala brushita (Bru) i
weddellita (Wd) koje okruZuju sitnozrnate cestice; b) uvecéani prikaz sraslaca minerala

brushita
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Slika 24. a) i d) neobradene AFM slike (zbog greSke instrumenta slike nemaju istu
vertikalnu i horizontalnu duzinu); b) dva plocasta kristala sli¢ne orijentacije, na njihovoj
povrsini vidljiva prutanja okomita na duZinu kristala (tragovi rasta), topografski prikaz
kristala nalazi se na slici ¢); e) umanjeni prikaz povrsine, hrapava tekstura ukazuje na

prisutnost vrlo malih ¢estica na povrsini, njen topografski prikaz nalazi se na slici f)
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Uzorak Os5 (cistin)

Slika 25. Uzorak Os5 fragmentiran na Cetiri dijela, masivni izgled

SEM MAG. 890 x DET: BSE Detector
HV. 100V DATE: 010715 50 um Vega OTescan
VAC: Hac Device TS5138MM Digal Microscopy naging

Slika 26. SEM analizom snimljene heksagonske plocice, karakteristicno pojavljivanje

kristalinicnog cistina (Cis)
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Slika 27. a) i d) neobradene AFM slike; b) vidljiva kristalna ploha cistina sa jasnim
tragovima rasta (Zljebovi), njen topografski prikaz nalazi se na slici c); e) uvecani prikaz

kristalne plohe, te njena topografija (f))
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Uzorak Os7 (uricit)

Slika 28. Fragmentirani uzorak Os7, na rubnim dijelovima kamenca vidljiva laminacija sto

ukazuje da je kamenac nastao taloZzenjem mikrokristalastog minerala uricita

Slika 29. Uvedani prikaz lamina, te prikaz sitnih sferulita na unutrasnjem dijelu kamenca
(uricit)
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Slika 30. Uzorak Os7 sniman SEM instrumentom; a) prikaz sferulita uricita (Ur) razli¢itih
dimenzija, variraju od 20-100 um, okruZeni ekstracelularnim polisaharidima (Eps); b)
uvecani prikaz sferulita i ekstracelularnih polisaharida; c) sferuliti uricita veli¢ine od 50-

100 um; d) kristali uricita veli¢ine oko 20 mikrona
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SEM MAG: 4.62 kx  DET: BSE Detector
HV: 10.0 kV DATE: 02/10/15 20 um Vega ©Tescan
VAC: HiVac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging

Slika 31. Izdvojeni sferulit uricita (Ur) obavijen ekstracelularnim polisaharidima (Eps)
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Slika 32. a), d) i g) prikaz neobradenih AFM slika; b) kristali uricita okruZeni sitnozrnatim
Cesticama; c) topografija kristala uricita; e) uve¢anjem se jasno vidi da se radi o dva
kristala sraslaca, njihova topografija prikazana je na slici f); h) uveéani prikaz povrsine
sitnozrnatih Cestica (jezgre kristalizacije), velicine oko 400 nm, njihov topografski prikaz

nalazi se na slici i)
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Uzorak Os11 (struvit)

Slika 33. Uzorak Os11, kamenac se sastoji od dva dijela (bez prethodne fragmentacije); a)
prikaz veéeg dijela kamenca veli¢ine oko 10 cm, koji je zapunjavao cijelu bubreznu ¢asicu;

b) slika prikazuje njegov maniji dio, sferulit

SEM NAG 280x

HY 1008 DATE 010715 200 um Vega @Tescan
VAC, Hivac Device: TS5136MM Digitat Microscopy imaging

Slika 34. SEM instrumentom snimljeni kristali minerala struvita (Str), pokazuju odredenu

orijentaciju i pravilno slaganje, veli¢ina kristala varira od 10 um do 100 um
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Slika 35. a) i d) neobradene AFM slike; b) nanometarski prikaz povrsine kristala struvita,
vidljive jezgre kristalizacije, njihov topografski prikaz nalazi se na slici c); uveéani prikaz
jezgara kristalizacije (e)), njihov topografski prikaz nalazi se na slici f)

Hnm -
T

Slika 36. a) i d) neobradene AFM slike; b) sitne cestice minerala struvita (jezgre
kristalizacije) okruzuju vedi kristal struvita na kojem su vidljiva prutanja, odnosno tragovi
rasta kristala, njihov topografski prikaz nalazi se na slici c); e) uvecani prikaz jezgara
kristalizacije koje pokazuju odredenu orijentaciju, te njihov topografski prikaz (f))
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Tablica 9. Popis uzoraka i rezultati XRD analize i mikroskopskih metoda

Uzorci XRD SEM AFM
jezgre kristalizacije
K5 whewellit whewellit, hidroksilapatit ez ; !
whewellita
tragovi rasta weddellitnih
K7 weddellit, whewellit weddellit kristala (rupice), jezgre
kristalizacije
: ekstracelularni polimeri, . »
whewellit, o ) : prorastanja dvije
Os2 bakterije, hidroksilapatit,

hidroksilapatit

brushit, whewellit,

Os3

weddellit
Os5 cistin
Os7 uricit
Osl11 struvit

whewellit
brushit, weddellit,
whewellit

cistin
uricit, ekstracelularni

polimeri

struvit

mineralne faze

tragovi rasta kristala
(prutanja)
tragovi rasta cistinskog
kristala (Zljebovi)
sraslaci kristala uricita,
jezgre kristalizacije
tragovi rasta kristala
(udubljenja i prutanja),
jezgre kristalizacije

Tablica 9 prikazuje sumarno rezultate svih analiza (XRD, SEM, AFM) za sve istrazivane i

analizirane uzorke u ovom radu (K5, K7, Os2, Os3, Os5, Os7 i Os11).
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8. Rasprava

Bubrezni kamenci su u pravilu agregati kristala koje na okupu drzi organski matriks (Sours
& Swift, 2004). Oni se mogu sastojati od jedne mineralne komponente ili mogu sadrZavati
dvije ili viSe komponenata unutar jednog kamenca. U komponente koje se Cesto javljaju
ubrajamo kalcijske oksalate i fosfate, magnezijske fosfate, te urate i cistin. Ovisno o
uvjetima unutar urinarnog trakta moze dodi do kristalizacije vise od jedne komponente
slicnog mineralnog sastava (npr. asocijacija oksalatnih minerala), ili moZe do¢i do pojave
vise komponenata razli¢itog sastava unutar jednog kamenca (npr. asocijacija fosfatnih i

oksalatnih minerala) (Gibson, 1974, Coe et al., 1992, Grases et al., 1998).

Prisutnost bakterija u urinarnom traktu ée u velikim razmjerima pospjesiti kristalizaciju
fosfatnih kamenaca. Njihova prisutnost moZe biti vazna i na samom pocetku stvaranja
kamenca, gdje mogu posluziti kao nukleus na kojem ée rasti kamenac nekog drugog spoja

i biti podloga za heterogenu nukleaciju (Basavaraj et al., 2007).

U ovom radu analizirano je sedam uzoraka bubreinih kamenaca. Oni se makroskopski
razlikuju po veli¢ini, koja varira od nekoliko mm do 10-ak cm, boji, te strukturi i teksturi.
Za analizu kemijskog sastava koristena je rentgenska difrakcija na prahu (XRD), a za
proucavanje morfologije i topografije koristene su mikroskopske metode pretrazne
elektronske mikroskopije (SEM) i mikroskopije atomskih sila (AFM). Rentgenska analiza je
dobra metoda za odredivanje faznog sastava cjelokupnog uzorka, ali ako postoji
komponenta u uzorku koja ne sacinjava visSe od 5% cjelokupnog sastava rezultati
rentgenske analize (difraktogrami) je necde sadrzavati. 1z tog razloga se XRD najcesce
kombinira s metodama mikroskopije. Mikroskopske analize mogu dati uvid o manje
zastupljenim fazama u uzorku, jer ée se interpretacija rezultata vrsiti na temelju kristalne

grade minerala, odnosno morfoloskih znacajki uzorka.

Prema rezultatima rentgenske analize mozZe se vidjeti da svaki od analiziranih kamenaca
pokazuje razli¢iti mineralni sastav. Od sedam uzoraka, Cetiri su odredena kao jednofazni
kamenci (K5, Os5, Os7, Os11), dok ostala tri imaju mjesSovit mineralni sastav (K7, Os2,

Os3) (tablica 9, slika 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9).
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Promatrajuci uzorke pod lupom vec je moguce reci da li odredeni uzorak sadrzi jednu,
dvije ili vise faza. Razlika u boji, strukturi i teksturi moZe dati informaciju o razli¢itim
komponentama. Uzorak K5 je veli¢inom najmanji, te makroskopski gledano sadrzi dvije
faze (slika 10). Smeda faza predstavlja mineral whewellit, odnosno dominantnu fazu
odredenu rentgenskom analizom, dok bijela praskasta faza predstavlja manje zastupljenu
fazu u uzorku. Whewellit se inace pojavljuje kao tamnije obojan mineral unutar urinarnog
trakta zbog raznih organskih uklopaka (Gibson 1974, Coe et al., 1992). On inace dolazi u
obliku grozdastih, sferi¢nih i zrakastih agregata, dok su zasebni kristali rijetko prisutni
(Gibson, 1974). Na kristaliniénoj masi whewellitnog kamenaca vidljive su monoklinske
forme, te je uoceno pravilno slaganje plocastih kristala u odredenoj orijentaciji (slika 11a i
11b). Na samoj povrsini whewellita vidljivi su bijeli kristali manjih dimenzija koji nisu istog
sastava kao whewellit (razlika u tonovima sive boje), te je pretpostavka da taj uzorak
sadrzi Cestice teskih elemenata. Za to¢ne podatke o njihovom kemijskom sastavu trebala
bi biti izvrSena EDEX (SEM) analiza. Bijela praskasta faza je pomoéu SEM analize odredena
kao hidroksilapatit, jer on dolazi u obliku Supljikavih sferula veli¢ina manjih od 2
mikrometra (Grases et al., 1998) (slika 12). Na bijeloj fazi se vide pukotine mikrometarske

Sirine koje su mogle nastati naknadno, kada je kamenac izbacen iz tijela (zbog isusivanja).

Ostali uzorci ne pokazuju neke prevelike varijacije u boji, Sto ne mora znaciti da ne sadrze
viSe od jedne komponente. Kod uzorka K7 pod lupom se isti¢u pravilni kristali weddellita
(slika 15). Weddellit se pojavljuje kao mineral koji je uglavnom Zute boje, te se u pravilu
uvijek javlja u obliku dobro razvijenih, pravilnih dipiramidalnih tetragonskih kristala
(Gibson, 1974), sto se vidi i na ovom uzorku (slika 15, 16a, 16b). Detaljnija analiza
povrsine uzorka K7, SEM analizom, pokazuje pravilno razvijene kristale weddellita, na
kojima su vidljivi sraslaci pod kutom od 90° (slika 16b). Na cjelokupnoj povrsini dominira
mineral weddellit koji je okruzen sitnozrnatom komponentom. Matriks se u bubreznim
kamencima sastoji od organskih tvari, odnosno makromolekula (proteina, lipida i sl.) koje
se nalaze u urinu (Aggarwal et al., 2013). S obzirom da je na difraktogramu otkriven i
mineral whewellit, on vjerojatno sacinjava samu jezgru uzorka, odnosno centralni dio. Za
proucavanje centralnog djela kamenca, odnosno proucavanje odnosa tih dviju faza,

trebalo bi uzorak prepiliti na pola i promatrati ga pod polariziraju¢im mikroskopom.
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Slicna situacija moze se vidjeti kod uzorka Os2, gdje su takoder odredene dvije razli¢ite
kristalne faze. S obzirom da je kamenac fragmentiran ovdje se moZe promatrati
unutrasnji, odnosno centralni dio koji se razlikuje od praskaste vanjske povrsine. Plocasti
kristali u centralnom dijelu predstavljaju dominantnu fazu, odnosno mineral whewellit
(Gibson, 1974) (slika 18). Na difraktogramu su otkriveni minerali whewellit i
hidroksilapatit, gdje su difrakcijski maksimumi hidroksilapatita manjeg intenziteta, Sto
upuduje na to da on predstavlja manje zastupljenu fazu. SEM analizom vanjske povrsine
tog kamenca mogu se prepoznati bakterijski biofilmovi po cijelom uzorku, $to bi znacilo da
je cijela vanjska povrSina gradena od hidroksilapatita na koji su se nasadile bakterije
(bakterije su vezane za fosfatne kamence (Kuzmani¢, 1991, Gibson, 1974, Grases et al.,
1998)) (slika 19b). Na biofilmovima nastalim na povrsini uzorka uzrokovanim bakterijama
vidljivi su ekstracelularni polisaharidi (duga vlakna) i bakterije koje na njima Zive i hrane
se. S obzirom da kamenci nisu prethodno tretirani s odredenim otopinama za ocuvanje
bakterija, moze se pretpostaviti da je rije¢ o bakterijama koje su otporne na isusivanje
(Kramer et al., 2006). Njihov oblik stanice je kuglasti, tako da sa sigurno$¢u mozemo redi
da se radi o kokima. Uzorak je SEM analizom proucavan dva puta, gdje je uzorak prije
dobivanja slika u boljoj rezoluciji. Druga analiza radena je otprilike mjesec dana nakon
prve SEM analize. Na naknadno snimljenim slikama moZe se vidjeti da na ekstracelularnim
polisaharidima bakterije viSe nisu toliko prisutne, te je na pojedinim mjestima vidljiva

mineralna podloga (slika 20a, 20b, 20c, 20d).

Uzorak Os3 sadrzi tri razli¢ite komponente, te se prema rezultatima difraktograma sastoji
od minerala brushita, weddelita i whewelita. Na njegovoj povrsini mogu se vidjeti dvije
razlicite faze prilikom analize svijetlosnim mikroskopom (slika 22). Na Zuckasto-smedoj
fazi vide se sitni kristali koji kristaliziraju u tetragonskom sustavu (Gibson, 1974), te
predstavljaju mineral weddellit, a bijela faza je identificirana SEM analizom, te odredena
kao mineral brushit. SEM analizom povrsine kamenca uocena su razli¢ita srastanja izmedu
odredenih kristala, na temelju kojih su odredeni. Mineral weddellit ima sraslace pod
kutom od 90°, odnosno kristal sraslac je okomit na kristalnu plohu, dok mineral brushit

ima sraslace pod kutom razli¢itim od 90° (slika 23a i 23b) (Gibson, 1974).
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S obzirom da mineral whewellit nije uoen SEM analizom, vjerojatno sacinjava centralni
dio kamenca, $to je uobic¢ajeno kod kalcijskih oksalata (Gibson, 1974, Coe et al., 1992,

Grases et al., 1998).

Cistinski kamenci, promatrani golim okom imaju masni sjaj i uglavnhom su zZuékaste boje,
bas kao Sto izgleda uzorak Os5 (prema Ahmed et al., 2006) (slika 25). SEM analizom tog
uzorka uoceni su plosnati heksagonski kristali (slika 26), Sto je karakteristicno za

mikroskristalasti cistin (Ahmed et al., 2006).

Rentgenska analiza uzorka Os7 upuéuje na jednoli¢ni kamenac uricitnog sastava. S
obzirom da je kamenac fragmentiran mogu se vidjeti lamine na njegovim rubnim
dijelovima Sto ukazuje da je taj kamenac nastao taloZzenjem mikrokristalastog materijala iz
otopine (Grases et al., 2000) (slika 28). Njegova povrSina na nekim dijelovima sadrzi
sferulite koji su takoder nastali taloZzenjem mikrokristalastog materijala (Grases et al.,
1999) (slika 29). SEM analizom su snimljeni sferuliti, te se pri velikom povecanju mogu
vidjeti i prisutni ekstracelularni polisaharidi (slika 30a, 30b, 30c, 31), $to nije uobicajena
pojava, s obzirom da nema podataka o tome da je kristalizacija uricita povezana s
bakterioloSkom aktivno$¢u. Na njegovoj povrsini, pri velikom povecanju, mogu se vidjeti i
nasumic¢no orijentirani monoklinski kristali mikrometarskih dimenzija koji predstavljaju

mineral uricit (slika 30d).

Uzorak Osl11 je doSao u dva odvojena djela, te je najveéi po veliCini od istrazivanih
uzoraka. Njegov veci dio (slika 33a) predstavlja razgranati struvitni kamenac ,staghorn”.
,Staghorn” kamenci su karakteristi¢ni po tome da se granaju unutar caSice bubrega,
ponekad zapunjavajudi i cijelu njezinu unutrasnjost (Preminger et al., 2005). Uzorak je
XRD i SEM analizom identificiran kao Cisti struvitni kamenac. Na slikama SEM analize
vidljivi su rompski hemimorfni kristali (Gibson, 1974) koji pokazuju odredenu orijentaciju i

pravilan redoslijed slaganja (slika 34). Manji dio tog uzorka nije analiziran.

54



AFM analiza nije Cesto koristena metoda za istrazivanje bubreznih kamenaca. Ona moze
biti u€inkovita samo ako uzorak ne sadrzi velike visinske razlike ¢estica na samoj povrsini,
Sto ¢e omogudavati pretraznoj probi instrumenta laksi prijelaz preko uzorka. Znanstvenici
su radili istraZzivanja na bubreznim kamencima iz kojih bi izolirali, ili umjetno napravili
odredeni kristal, koji se tada promatrao na AFM instrumentu u vodenoj otopini. Takve
analize treba podrzavati jer ostale tehnike proucavanja morfologije materijala, pod
tolikim povecanjem, zahtijevaju da materijal bude stabilan u vakuumu, odnosno
ogranicavaju analizu materijala koji sadrzava velike koli¢ine vode. S obzirom da AFM nije
uredaj koji koristi vakuum, te nije zatvorenog tipa, uvjeti vodene otopine mogu se
mijenjati tijekom eksperimenta. MoZe se regulirati temperatura otopine, pH, protok, i sl.,
te se tako omogudéava promatranje promjena na kristalima (ili jezgrama kristalizacije), te

njihove pseudoforme (odnosno tragovi rasta kristala) (De Yoreo et al., 2006).

U ovom radu nije koristena metoda izdvajanja kristala, veé¢ se analizirala cjelokupna
povrsina kamenaca, te je analiza napravljena na svih sedam uzoraka. PovrSina svih
uzoraka, kod kojih nisu snimljene plohe kristala, sadrzi sitnozrnate Cestice na povrsini
(slike 13, 14, 24, 32, 35, 36) koje pokazuju odredenu orijentaciju, te se one mogu
prepoznati kao jezgre kristalizacije (Carreras, 2009). Na kristalnim jezgrama, isto kao i na
kristalnim plohama mogu se uoditi karakteristi¢ni tragovi rasta kristala (slike 17, 21, 24,
27, 35, 36). Vidljivi tragovi rasta razlikuju se od rupicastih udubljenja, prutanja po
plohama kristala, do udubljenja u obliku Zljebova (usmeno priopéenje prof. dr. sc.

Bermanca).

Na uzorcima K7 i Os5 snimljene su plohe kristala. Uzorak K7 sadrzi weddellit, koji po
plohama pokazuje tragove rasta u vidu sitnih rupica (slika 17d-f), dok se na kristalnoj plohi
cistina (Os5) vide tragovi u obliku duzih Zljebova (slika 27a-f). Uzorak Os3 ima relativno
neravnu povrsinu, pa je AFM instrument imao poteskoca prilikom prelaska pretrazne
probe po povrsini, iz kojeg razloga slike nemaju istu vertikalnu i horizontalnu duzinu. Na
uzorku Os3 vide se prutanja na kristalima okomita na izduZenje kristala (slika 24a-c), dok
se kod uzorka Osl11, na kristalu koji je okruzen jezgrama kristalizacije, vide prutanja

paralelna s duzinom kristala (slika 36a-c).
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Na uzorku Os2 mogu se razabrati dvije komponente, odnosno prorastanja dviju faza u
kamencu (slika 21d-f). Manje zastupljena komponenta, prisutna samo na povrsini
kamenca (hidroksilapatit) javlja se u obliku izduZenih ispupéenja na dominantnoj kristalnoj

komponenti (whewellit).

S obzirom da niti jedan uzorak nema isti mineralni sastav, rezultati AFM analize pokazuju
razliCite tragove rasta, koji se razlikuju s obzirom na mineralni sastav kamenaca. Jezgre
kristalizacije se kod razli¢itih uzoraka ne razlikuju u veéoj mjeri, osim sto se na povrsini

nekih kamenaca vidi njihova orijentacija i odredeno slaganje.

56



9. Zakljucak

Identifikacija bubreznih kamenaca i razumijevanje njihovog nastanka je vrlo bitan faktor
za prevenciju i lije¢enje nefrolitijaze, jer ako se zna tocan sastav bubreZznog kamenca,
lijecnik moze propisati odgovarajuéu terapiju i na taj nacin doprinijeti sprecavanju

ponovne pojave, recidiva kamenca, unutar organizma.

Kombinacijom rentgenske analize i mikroskopskih metoda izvrSena je identifikacija sedam
uzoraka bubreznih kamenaca prikupljenih od oboljelih ljudi na podrucju Zagreba i Osijeka.
Rentgenska analiza dala je podatke o faznom sastavu kamenca, a mikroskopske metode
su omogucile detaljnu analizu povrSine kamenaca. SEM metodom dobivene su slike u
mikrometarskom mjerilu na kojima se jasno vidi razlika u komponentama odredenog
kamenca, struktura i tekstura kamenca, te habitus kristalnih faza, Sto je olak3alo
determinaciju odredenih komponenata. Rezultati mikroskopskih analiza, osim $to su
potvrdili rezultate rentgenske analize, otkrili su i neke druge komponente u uzorku,
odnosno manje zastupljene faze unutar kamenca. Ako komponenta u uzorku ne sacinjava
vise od 5% cjelokupnog sastava, rezultati rentgenske analize (difraktogrami) je neée
sadrzavati. Prema tome se sa sigurnoséu moze reci da se uz metodu rentgenske difrakcije

na prahu treba kombinirati joS barem jedna pouzdana metoda identifikacije.

AFM metoda posluZila je za analiziranje povrsine kamenaca do nanometarskih veli¢ina. Na
slikama dobivenim AFM instrumentom mogu se promatrati povrsSinske jezgre
kristalizacije, njihovo slaganje, te tragovi rasta kristala, Sto moze pomoci u identifikaciji
odredene komponente u uzorku. Metoda kojom su analizirani uzorci u ovom radu nije
Cesto koristena za analizu bubreznih kamenaca zbog njihove neravne povrsSine koja
oteZava prelazak pretrazne probe instrumenta preko uzorka, vec su radena istrazivanja u
kojima se analiziraju samo pojedinacni kristali u vodenim otopinama. Takav nacin
istrazivanja daje puno bolje rezultate jer se tijekom takvog eksperimenta mogu mijenjati
uvjeti vodene otopine u kojoj se kristali nalaze (npr. temperatura, pH i sl.), te se kristali

tada mogu promatrati u kontroliranom okruzenju.
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Prilog I.

Tablica I. Difrakcijski maksimumi uzoraka K5

Pozicija [26] MedumreZni Relativni
razmak [d] intenzitet
14.9961 5.90792 100.00
15.3543 5.77087 14.71
19.6299 4.52252 3.24
23.5481 3.77812 5.47
24.4416 3.64199 47.85
28.7811 3.10198 2.20
29.7277 3.00534 6.99
30.1832 2.96101 56.19
30.7672 2.90613 7.53
31.5044 2.83978 6.95
36.0932 2.48857 13.99
36.7384 2.44634 2.47
37.2284 2.41526 3.04
38.2469 2.35325 23.14
39.8893 2.26007 8.78
40.8613 2.20852 5.16
42.4274 2.13056 2.20
43.6733 2.07262 7.77
45.9126 1.97662 11.52
46.6432 1.94734 5.86
47.0249 1.93242 7.34
48.1028 1.89161 4.29
49.4444 1.84338 3.28
50.3600 1.81200 4.19
50.9517 1.79233 411
52.7553 1.73523 4.87
54.2181 1.69182 0.88
56.1937 1.63694 0.97
58.0970 1.58776 1.46
59.7816 1.54698 1.53
60.6948 1.52588 1.25
62.5842 1.48428 1.68
63.8595 1.45648 0.88

VI



Tablica Il. Difrakcijski maksimumi uzoraka K7

Pozicija [*20] Medumrezni Relativni
razmak [d] intenzitet
10.1854 8.68492 7.42
14.3851 6.15744 100.00
15.0009 5.90604 84.00
20.1156 4.41440 41.29
22.7947 3.90126 10.19
23.5258 3.78166 2.61
24.4530 3.64032 37.47
25.9613 3.43215 4.31
26.3700 3.37987 3.56
28.2729 3.15657 6.92
28.9281 3.08656 14.51
30.1314 2.96352 50.98
30.2576 2.95879 37.32
30.8228 2.89860 5.02
31.7754 2.81385 26.38
32.2871 2.77042 92.00
36.0779 2.48754 7.23
37.0897 2.42197 11.89
37.4112 2.40189 20.83
37.5064 2.39601 17.00
38.2027 2.35392 13.91
38.4757 2.33785 12.20
40.2356 2.23956 43.30
40.3452 2.23928 40.05
40.9019 2.20460 10.59
42.6819 2.11669 11.47
43.6188 2.07337 3.22
44.8700 2.01842 9.02
45.5008 1.99189 4.89
45.9265 1.97441 11.68
46.4060 1.95512 18.56
47.0763 1.92884 4.62
47.9477 1.89580 25.87
49.6564 1.83449 19.23
51.0022 1.78920 3.90
51.9518 1.75870 1.77
52.6179 1.73800 8.76
54.1445 1.69254 5.75
56.7908 1.61979 1.76
58.4568 1.57754 2.84
59.0181 1.56386 2.28
61.8628 1.49860 3.51
62.5698 1.48336 3.24

Vil



Tablica Ill. Difrakcijski maksimumi uzoraka Os2

Pozicija [*20] Medumrezni Relativni
razmak [d] intenzitet
14.9266 5.93525 100.00
15.3903 5.75744 5.70
19.6350 4.52135 1.32
23.5712 3.77448 2.64
24.4264 3.64423 22.58
25.9434 3.43448 1.53
28.7712 3.10303 0.94
30.1770 2.96161 49.18
30.8175 2.90150 3.44
31.5372 2.83691 4.19
32.3005 2.77159 1.83
34.1632 2.62461 0.38
36.0401 2.49212 6.98
36.7272 2.44706 0.76
37.2186 2.41587 1.11
38.2174 2.35500 10.06
39.1972 2.29836 0.45
39.9568 2.25640 4.18
40.8677 2.20819 2.34
42.5151 2.12637 0.79
43.2840 2.09036 1.58
43.7051 2.07119 3.35
45.9456 1.97527 9.75
46.5627 1.95052 2.87
47.0228 1.93251 3.56
48.1930 1.88828 2.18
49.4237 1.84411 2.07
50.2515 1.81565 1.86
50.9285 1.79309 2.03
52.6956 1.73705 1.71
53.4700 1.71371 0.03
54.3028 1.68938 0.29
56.1791 1.63733 0.47
58.0892 1.58796 0.70
59.8024 1.54649 0.76
60.6452 1.52701 0.68
61.7341 1.50266 0.50
62.6089 1.48375 1.51
63.8382 1.45691 0.49




Tablica IV. Difrakcijski maksimumi uzoraka Os3

Pozicija [*20] Medumrezni Relativni
razmak [d] intenzitet
11.6778 7.57814 100.00
11.7939 7.50380 65.02
14.3739 6.16223 7.10
14.9670 5.91934 20.38
15.3564 5.77009 3.68
20.1592 4.40494 2.61
21.0281 4.22485 19.40
22.7488 3.90903 0.60
23.4522 3.79337 7.27
24.4803 3.63634 15.48
25.9253 3.43683 0.83
29.3691 3.04120 20.64
30.1084 2.96820 11.55
30.6537 2.91662 8.95
31.5688 2.83414 3.27
32.3139 2.77047 7.57
34.1919 2.62248 9.21
34.5238 2.59802 5.77
35.5806 2.52324 1.43
36.0200 2.49346 3.83
37.1667 2.41913 4.21
38.3722 2.34586 6.15
39.8168 2.26402 2.99
40.2951 2.23824 2.30
40.8558 2.20881 1.50
41.6899 2.16653 4.08
42.1271 2.14505 3.42
43.6986 2.07148 2.46
44.8184 2.02230 1.38
45.3396 2.00025 2.84
45.9014 1.97707 2.92
46.4496 1.95501 2.39
47.0064 1.93314 1.78
47.9385 1.89771 3.92
48.5352 1.87576 2.74
49.0233 1.85823 1.69
50.2861 1.81448 6.05
50.9289 1.79308 2.65
52.7887 1.73421 1.52
53.5511 1.71130 1.43
59.6101 1.55102 1.18
60.8258 1.52291 1.05

63.9999 1.45362 1.12




Tablica V. Difrakcijski maksimumi uzoraka Os5

Pozicija [*20] Medumrezni Relativni
razmak [d] intenzitet
9.5261 9.28450 1.59
18.9867 4.67425 18.03
19.9758 4.44496 1.20
20.5122 4.32994 0.36
21.1887 4.19320 1.50
21.9928 4.04166 2.14
26.9089 3.31340 2.84
28.0534 3.18077 8.46
28.5767 3.12371 100.00
29.2900 3.04924 6.92
30.5572 2.92562 0.29
33.1769 2.70035 4.69
34.5310 2.59750 9.05
38.4209 2.34300 1.96
39.2478 2.29552 0.65
40.1274 2.24721 0.31
41.0893 2.19680 0.20
41.6900 2.16652 0.62
42.1070 2.14603 1.14
43.1553 2.09630 0.25
43.9322 2.06101 0.28
44.7162 2.02668 1.29
45.6852 1.98592 0.29
46.5281 1.95189 1.32
47.8313 1.90171 0.27
49.3745 1.84583 0.65
51.6491 1.76976 0.70
52.4928 1.74328 0.55
54.1367 1.69417 1.39
55.8285 1.64677 0.33
57.4929 1.60300 0.09
59.0558 1.56425 2.60
59.9726 1.54251 0.27
60.7923 1.52366 0.20
61.4875 1.50809 0.32
62.0900 1.49490 0.22
62.6719 1.48119 0.66

Xl



Tablica VI. Difrakcijski maksimumi uzoraka Os7

Pozicija [*20] Medumrezni Relativni
razmak [d] intenzitet
13.5216 6.54863 48.90
15.8120 5.60485 19.79
18.0541 4.91353 51.94
18.1609 4.88487 35.20
18.6240 4.76444 6.49
19.8405 4.47498 0.68
23.0676 3.85572 49.65
23.9734 3.71206 4.94
24.8267 3.58638 2.19
27.2139 3.27696 17.91
27.9550 3.19174 49.53
28.8115 3.09878 100.00
29.8080 2.99742 3.13
31.1899 2.86770 24.77
32.0170 2.79316 8.31
32.1255 2.78629 7.93
34.1707 2.62406 1.87
34.9653 2.56622 12.34
36.5734 2.45700 2.33
37.1387 2.42089 2.80
38.8782 2.31648 2.69
39.5154 2.28059 2.78
40.2750 2.23931 8.11
41.3496 2.18357 5.82
43.2320 2.09275 1.17
44.5841 2.03238 1.65
47.3224 1.92097 0.53
48.6062 1.87319 1.09
50.5494 1.80565 2.52
51.7201 1.76750 1.06
52.4703 1.74398 0.97
55.0975 1.66688 1.23
56.1003 1.63944 0.85
56.9147 1.61790 1.67
57.8863 1.59304 1.14
59.5383 1.55272 2.04
61.3599 1.50967 0.46

Xl



Tablica VII. Difrakcijski maksimumi uzoraka Os11

Pozicija [*20] Medumrezni Relativni
razmak [d] intenzitet
15.0292 5.89498 29.05
15.8083 5.60616 61.18
16.4984 5.37319 26.51
19.3263 4.59285 3.56
20.9073 4.24900 82.48
21.5073 4.13180 44.06
25.7400 3.46115 26.98
27.1248 3.28752 26.34
29.6075 3.01726 13.54
30.2514 2.95449 21.75
30.6934 2.91294 52.19
31.9685 2.79961 100.00
33.3460 2.68704 77.74
33.7052 2.65922 48.99
35.8423 2.50542 8.39
37.6468 2.38937 3.36
38.3303 2.34833 8.85
39.9096 2.25897 8.54
42.5664 2.12392 6.66
44.1458 2.05153 10.20
45.0378 2.01295 8.88
46.3085 1.96064 15.47
49.5069 1.84120 13.38
50.8771 1.79479 16.54
51.9478 1.76028 15.64
52.7490 1.73542 15.13
54.6751 1.67875 2.71
55.6577 1.65142 1.99
58.1571 1.58495 4.09

Xl





