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Spektroskopia w podczerwieni z transformata Fouriera
w analizie sktadu kamieni nerkowych
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ABSTRACT

Introduction: Kidney stones are one of the most common dis-
eases of the urinary tract, caused by metabolic and excretory
disorders. Identification of the components of the stone is nec-
essary to determine the cause of the formation of deposits and
to choose the appropriate therapy.

The aim of the study was to determine the chemical composi-
tion of the kidney stones.

Materials and methods: Kidney stones recovered from 46
patients were analyzed for their chemical composition by Fourier

ABSTRAKT

Wstep: Kamica nerkowa jest jedng z najczestszych choréb
uktadu moczowego, ktérej przyczyna sa zaburzenia metabo-
liczne i wydalnicze. Identyfikacja sktadnikéw kamieni nerko-
wych jest niezbedna do okreslenia przyczyny powstawania
ztogéw i doboru odpowiedniej terapii leczenia.

Celem badan byto okreslenie sktadu chemicznego kamieni ner-
kowych.

Materiaty i metody: Kamienie nerkowe pobrane od 46 pacjentéw
analizowano pod katem sktadu chemicznego, za pomoca spektro-
skopii w podczerwieni z transformata Fouriera (FTIR). Otrzymane
widma FTIR kamieni nerkowych poréwnano ze standardami.

WSTEP

Kamica nerkowa jest jedng z najczestszych choréb uktadu
moczowego o wieloczynnikowej etiopatogenezie [1]. Kamica
uktadu moczowego wystepuje u 2% populacji i dotyczy ok.
2-3-krotnie cze$ciej mezczyzn niz kobiet. Bez profilaktyki,
po usunieciu pierwszego w zyciu ztogu u 50% chorych docho-
dzi do nawrotu kamicy w ciggu 5 lat, a u 60-80% w ciggu
10 lat [2]. W wiekszo$ci przypadkéw przyczyna powstawa-
nia kamieni sg zaburzenia metaboliczne i wydalnicze. Bada-
nia kliniczne i epidemiologiczne dowiodty, Ze istnieje kilka
czynnikéw ryzyka zaangazowanych w etiologie tej choroby.
S3 to m.in. nawyki zywieniowe, ciepty klimat, wystepowanie

24

transform infrared spectroscopy (FTIR). The resulting FTIR
spectra of the kidney stones were compared to standards.
Results: Of the 46 samples, 58.3% were comprised calcium oxa-
late, 28.3% struvites and 10.9% uric acid. Gender analysis showed
that 69.6% of the examined stones were from men and 30.4%
from women. Comparison with age revealed that the majority
of respondents are people aged 30-44.

Conclusions: Calcium oxalate, struvites and uric acid are com-
monly occurring kidney stones.

Keywords: kidney stones; Fourier transform infrared spectros-
copy (FTIR); calcium oxalate; struvites; uric acid.

WyniKi: Z 46 prébek 58,3% stanowity kamienie zbudowane
ze szczawianu wapnia, 28,3% - kamienie struwitowe, a 10,9% -
kamienie kwasu moczowego. Analiza wzgledem ptci pokazata,
ze 69,6% badanych kamieni pochodzito od mezczyzn, a 30,4%
od kobiet. Poréwnanie wzgledem wieku ujawnito, ze najwiece;j
badanych znajduje sie w przedziale wiekowym 30-44 lat.
Whnioski: Szczawian wapnia, struwit i kwas moczowy
sa powszechnie spotykanymi kamieniami nerkowymi.

Stowa kluczowe: kamica nerkowa; spektroskopia w podczer-
wieni z transformatg Fouriera (FTIR); szczawian wapnia; stru-
wit; kwas moczowy.

rodzinne [1, 3]. Identyfikacja sktadnikoéw kamieni nerkowych
jest niezbedna, poniewaz dostarcza informacji o przyczynach
powstawania ztogéw i umozliwia dobér odpowiedniej terapii.
Niestety, sktad kamieni jest niejednorodny i r6zni sie w obrebie
populacji [4]. Analiza sktadu chemicznego kamieni umozliwia
poznanie ich etiologii i dob6r odpowiedniej strategii leczenia
oraz zapobieganie nawrotom choroby. Spektroskopia w zakre-
sie promieniowania podczerwonego umozliwia analize sktadu
chemicznego kamieni nerkowych na podstawie charaktery-
stycznych dla okre$lonych wigzan i grup funkcyjnych drgan
molekut [5, 6]. Rutynowe, tatwe i szybkie pomiary dostarczaja
jednoznacznych informacji na temat kompozycji kamienia.
W szczegdlnosci precyzja metody Fouriera jest tutaj pomocna
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ze wzgledu na relatywnie dobra rozdzielczo$¢ przestrzenna,
poniewaz kamienie czesto zbudowane s z rdzenia i kilku
warstw o réznym sktadzie chemicznym.

W niniejszej pracy przedstawiono analize kamieni od 46
pacjentéw i okreslono ich mozliwe czynniki etiologiczne dla
doboru skuteczniejszej terapii.

MATERIALY | METODY

Materiatami do przeprowadzenia niniejszego badania byty
kamienie nerkowe pobrane od 46 pacjentéw (32 mezczyzn
i14 kobiet w wieku 15-63 lat). Wszystkie kamienie, usuniete
podczas operacji, zostaty umieszczone na sterylnej siatce
drucianej, wysuszone na powietrzu, a nastepnie przeniesione
do papierowej plastikowej koperty z numerem proébki. Wszyst-
kie probki zostaty najpierw doktadnie przemyte destylowang
woda dejonizowang, a nastepnie byty suszone na zelu krze-
mionkowym przez kilka dni. Po odnotowaniu cech morfo-
logicznych, takich jak kolor, ksztatt itp., kamienie nerkowe
od kazdego pacjenta pocieto na ¢wiartki za pomoca pity jubi-
lerskiej, ¥4 z nich zmielono mozdzierzem agatowym. Proce-
dura ta pozwolita wytworzy¢ drobny jednorodny proszek,
ktoéry nastepnie przechowywano w probdéwce, nad zelem
krzemionkowym, w ciemno$ci, do momentu analizy sktadu
chemicznego metoda spektroskopii w podczerwieni z trans-
formatg Fouriera (FTIR).

Spektroskopie FTIR wykonano przy uzyciu spektrofoto-
metru FTIR Nicollet 6700 firmy Thermo Electronic Corpora-
tion w zakresie czestotliwosci 400-4000 cm™. Aby uzyska¢
wysoki stosunek sygnatu do szumu, zebrano 32 skany dla kaz-
dej prébki. Poczatkowo widma byty przystosowane do funkcji
parabolicznej. Nastepnie obliczono RMS (Srednig kwadratowa)
pomiedzy pierwotnym spektrum i tym, ktére zostato dopa-
sowane przez funkcje. Oprogramowanie Omnic (wersja 8.0),
dostarczone przez producenta spektrometru, wykonuje caty
proces automatycznie. Krysztat ZnSe w uktadzie FTIR wyno-
sit 80 x 10 mm, a jego grubo$¢ wynosita 4 mm. Normalizacje
wektorowg zastosowano do wszystkich widm FTIR zareje-
strowanych w badaniu.

Widma standardéw zostaty przygotowane dla wiekszo-
$ci zwigzkow krystalicznych wystepujacych w kamieniach,
takich jak: szczawian wapnia (monohydrat), fosforan magne-
zowo-amonowy (szesciowodny), kwas moczowy, L-cystyna,
weglan wapnia, kwas L-asparaginowy, kwas L-glutaminowy;
byty one wysokiej jako$ci (99%), w czystej formie zakupione
od Merck KGaA. Do kazdego pomiaru FTIR uzyto jednorod-
nego kamiennego proszku. Wszystkie kamienie nerkowe ana-
lizowano przy uzyciu metody opisanej przez Slowaya i Wu dla
analizy kamicy z6tciowej FTIR [7].

WYNIKI

Typowe widma FTIR 7 réznych standardéw przedstawiono
narycinie 1. Nastepnie widma te poréwnano z widmami FTIR
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TABELA 1. Rodzaje kamieni nerkowych pozyskanych od pacjentéw

Liczba kamieni

Rodzaj kamienia (n = 46) Odsetek
Kwas moczowy 5 10,9%
Struwit 13 28,3%
Szczawian wapnia 28 58,3%

probek kamienia nerkowego. Na rycinie 2 przedstawiono
widma FTIR niektérych probek kamienia nerkowego, ktére
byty dopasowane na poziomie 290% do widm wzorcéw i ziden-
tyfikowane.

W tabeli 1 przedstawiono rodzaj zidentyfikowanych kamieni
nerkowych iich czesto$¢ wystepowania. Z 46 kamieni nerko-
wych 58,3% zidentyfikowano jako szczawian wapnia, 10,3%
jako czysty kwas moczowy, a 28,3% jako struwit.

W tabeli 2 zestawiono zidentyfikowane piki widma FTIR
i przypisano im grupy funkcyjne oraz wigzania chemiczne
charakterystyczne dla badanych zwiazkéw.

Poréwnanie ptci wykazato, ze wiekszos¢ (69,6%) kamieni
nerkowych uzyskano od mezczyzn (tab. 3). Poréwnanie danych
wg wieku (tab. 4) ujawnito, ze wiekszo$¢ kamieni (52,2%) uzy-
skano od pacjentéw w przedziale 30-44 lat, a najmniej (8,7%)
od pacjentéw w wieku 15-29 lat.

WNIOSKI

Informacja o sktadzie chemicznym kamieni nerkowych jest
niezbedna do poznania ich etiologii. Terapia kamicy nerko-
wej opiera sie rdwniez na analizie kamieni, a dzieki poznaniu
sktadu chemicznego mozliwe jest wtasciwe postepowanie
z chorobg i zapobieganie jej nawrotom. Kamienie szczawia-
nowo-wapniowe powstaja gtéwnie z powodu choroby meta-
bolicznej - hiperoksalurii (nadmiaru kwasu szczawiowego
w moczu) [11]. Szczawiany sg produktem koncowym wielu
szlakéw metabolicznych (w tym zwigzanych z seryna, gli-
cyng, hydroproling i askorbinianem). Ze Zrédet zywienio-
wych pochodzi 10-20% szczawianu w moczu, a pokarmy
bogate w szczawian to herbata, szpinak i zurawina [11, 12].
Stezenie szczawianu w moczu wptywa na przesycenie szcza-
wianem wapnia, podobnie jak stezenie wapnia w moczu [13].
Stad kazdy stan, ktéry zwieksza wchtanianie szczawianu
z pozywienia, moze prowadzi¢ do zwiekszonego wytwarzania
szczawianu i powodowa¢ powstawanie kamienia szczawia-
nowego. Hiperkalciuria zwigzana z powstawaniem kamieni
moze wynikac¢ z wycieku z kanalikéw nerkowych, zwiek-
szonego wchtaniania wapnia przez przewo6d pokarmowy
i nadczynno$ci przytarczyc [14]. Zredukowane pH moczu
moze by¢ waznym czynnikiem ryzyka powstawania kamienia
moczowego [15, 16]. Za zakwaszenie moczu odpowiedzialnych
jest kilka proceséw. Jednym z mechanizméw jest wytwa-
rzanie NH; z glutaminy, ktéra zachodzi w kanaliku proksy-
malnym [17]. Zmniejszone wytwarzanie NH;, powodujace
zmniejszong pojemno$¢ buforowa dla jonéw H* (spowodo-
wane brakiem glutaminy lub defektem enzymatycznym), jest

25



Renata Beata Szydlak, Piotr Maciukiewicz

KWAS MOCZOWY

1669
2,5
2,0
3
=
o 157
[&)
c
®
Ke]
—
1S
[}
Q
<
-0’5 T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Liczba falowa (cm™)
SZCZAWIAN WAPNIA
2,0
1618
1,54
3
E 782
e 1,0 4
@
£
[e] 517
n 664
Q
< 0,5
885
0,0
T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Liczba falowa (cm™)
HYDROKSYAPATYT
1037
1,54
2 1,04
8 564
&)
S 03
S 054
2 630
< 963
0,0
_0)5 T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Liczba falowa (cm™)

STRUWIT
25
2,0
3
= 154
© 574
ko)
C
S
S 1,09 Yoz
[%2]
Q
<
0,54
0,0
T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Liczba falowa (cm™)
BRUSZYT
1062 1135
2,0
— 526
3
=
8,
(&)
c
S
‘g 3543
e} 3282
< 3161
0,0
T T T T T T T T T T T - T .
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Liczba falowa (cm™)
PIROFOSFORAN WAPNIA
3
©
[§)
C
®
o)
—
o
(2]
Ke)
<
-0,2

T T T T T
1500 2000 2500 3000 3500 4000

Liczba falowa (cm™)

T T
500 1000

RYCINA 1. Widma FTIR standardéw

uwazane za potencjalny mechanizm dla trwale niskiego pH
moczu u 0séb z tendencja do tworzenia sie kamieni kwasu
moczowego. Kwas moczowy jest koncowym produktem roz-
ktadu puryn u ludzi, a nerka odgrywa gtéwna role w jego
eliminacji. Podstawy molekularne transportu moczanu ner-
kowego nie zostaty jednak w petni zdefiniowane. Kamien
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mocznikowy moze by¢ réwniez spowodowany nadmiernym
spozyciem miesa i ryb, chociaz hiperurykozuria wynikajaca
z duzego spozycia pokarmu wotowego, drobiu i ryb moze
prowadzi¢ do powstawania kamieni [18]. W badaniu wykryto
28,3% kamieni struwitu, ktérych powstawanie jest spowo-
dowane infekcjg drég moczowych. Aby zapobiec nawrotom

ojs.pum.edu.pl/pomijlifesci
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RYCINA 2. Widma FTIR kamieni nerkowych i dopasowane widma standardoéw

zakazen, zalecane jest utrzymanie wartosci pH moczu poni-
zej 6,0. Wptyw na pH moczu ma dieta bogata w biatko zwie-
rzece, dieta wegetarianska, napoje bezalkoholowe, napoje
bogate w cytrusy i soki cytrusowe [19]. Tego rodzaju kamie-
nie powstajg réwniez w wyniku infekcji drobnoustrojami
rozszczepiajgcymi mocznik [12].
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Mezczyzni byli w wiekszym stopniu obcigzeni przez
kamienie nerkowe w poréwnaniu z kobietami, co moze wyni-
kac z niskiej zawartoSci cytrynianéw u mezczyzn w porow-
naniu z kobietami [20]. Cytrynian jest inhibitorem tworzenia
sie kamienia, ktéry pochodzi zaréwno ze Zrédet endogen-
nych (cykl TCA), jak i egzogennych (owoce cytrusowe, takie
jak pomarancze i owoce winogron) [21]. Jednak wiekszos$¢
cytrynianu w moczu jest wynikiem wydalania z kanalikow
nerkowych; gdy wydalanie cytrynianu z cewnika nerkowego
zmniejsza sie, wowczas dochodzi do hipokitraturii, co pro-
wadzi do powstania kamienia nerkowego [12]. Gléwnymi
czynnikami etiologicznymi zwigzanymi z tym rodzajem
kamieni nerkowych sa inhibitory krystalizacji moczu (nie-
dobér cytrynianu, fitynianu), warto$ci pH w moczu ponizej
5,51 obecno$¢ jam w nerkach o niskiej skutecznosci urody-
namicznej [21].

Z powodu podwdjnego dziatania cytrynianu, bedacego
zaréwno inhibitorem krystalizacji, jak i zwiekszajacego pH
moczu, pokarmy bogate w cytrynian lub leki cytrynianowe
sa podstawaq najskuteczniejszego leczenia dietetycznego lub
farmakologicznego tych kamieni. W takich przypadkach nalezy
kontrolowa¢ pH moczu, aby unikna¢ wysokich wartosci, ktére
mogtyby wywota¢ tworzenie hydroksyapatytu.
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TABELA 2. Zidentyfikowane piki na widmie FTIR i przypisane im grupy funkcyjne oraz wigzania chemiczne

Lp. Liczba falowa (cm™) Przypisane wigzanie
Kwas moczowy Kamien nerkowy  Zidentyfikowana grupa funkcyjna [8]
1. 616 618 wigzanie C-N w pierscieniu aromatycznym
2. 742 743 wigzanie C-N w pierscieniu aromatycznym, drgania rozciagajace
3. 785 785 wigzanie C-H, drgania zginajace i wiazanie O-H, drgania zginajace w ptaszczyznie
4. 991 990 grupa HCO5~
5. 1027 1028 wigzanie C-N w = C-N
6. 1124 1119 wigzanie C-N, drgania wibracyjne
7. 1308 1307 grupa NO5~
8. 1352 1350 grupa NO;~
9. 1439 1438 wigzanie C=C, drgania rozciagajace
10. 1590 1586 wigzanie C=0 w amidzie
11. 1669 1667 wigzanie C=0 w grupie mocznikowej
12. 2606 2605 wigzanie N-H, drgania rozciagajace
13. 2682 2679 wigzanie N-H, drgania rozciagajace
14. 2805 2805 wigzanie N-H, drgania rozciagajace
15. 3014 3016 wigzanie N-H, drgania rozciagajace
16. 3425 - -
Szczawian wapnia Kamien nerkowy Zidentyfikowana grupa funkcyjna [9]
1. 517 519 grupa COO-, drgania zginajaco-rozciagajace
2. 663 660 wigzanie C-C, drgania wibracyjne
3. 782 781 wigzanie C-C, drgania wibracyjne
4, 885 885 wigzanie C-C, drgania wibracyjne
5. 1317 1315 grupa COO-, drgania zginajaco-rozciagajace
6. 1618 1619 zaadsorbowana woda, stabe wigzanie H-OH
7. 3060-3488 3051-3489 zaadsorbowana woda, stabe wigzanie H-OH
Struwit Kamien nerkowy Zidentyfikowana grupa funkcyjna [10]
1. 574 567 grupa PO2-
2. 628 601, 677 Me-O
3. 1058 1032 grupa PO
4, 1100 1085 grupa PO,*", drgania wibracyjne
> 1439 1435 \évrIS ;TFI’%;_'% rgania rotacyjne
6. 1596 - drgania zginajace N-H
7. 1656 1640 drgania zginajace N-H
8. 2380, 2930, 3229, 3402 2366, 2956, 3251 wigzania O-H i N-H, drgania rozciagajace
TABELA 3. Poréwnanie kamieni pozyskanych od pacjentéw wzgledem ptci TABELA 4. Poréwnanie kamieni pozyskanych od pacjentéw wzgledem wieku
Pte¢ Liczba kamieni Odsetek Wiek (lata) Liczba pacjentéw (n = 46) Odsetek
Mezczyzna 32 69,6% 15-29 4 8,7%
Kobieta 14 30,4% 30-44 24 52,2%
45-60 11 23,9%
>60 7 15,2%
28 ojs.pum.edu.pl/pomijlifesci
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