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1. UVOD

1.1. Urolitijaza

Urolitijaza je sve ceSc¢a, rekurentna bolest koja zahvada Ccitav urinarni trakt gdje
potencijalno ostavlja trajne posljedice, a definira se kao patoloSki nastanak makroskopske
kalcifikacije unutar urinarnog sustava. (1) Kao zdravstveni problem, s obzirom na dosadasnje
arheoloske pronalaske, smatra se da urolitijaza postoji ve¢ stolje¢ima, a rastuéi je problem i u

danaSnje vrijeme (2).

S obzirom na lokaciju formiranja, te ponekad 1 zadrZzavanja kalcifikacije, tipove urolitijaze

mozemo podijeliti na tri vrste:

a) Nefrolitijaza — pijesci ili kamenci u podrucju sabirnog sustava samog bubrega
b) Ureterolitijaza — pijesci ili kamenci u podrucju uretara

c) Cistolitijaza — pijesci ili kamenci nastali u mokraénom mjehuru (3).

Bitno je takoder napomenuti kako je urolitijaza bolest koja pogada i odrasle i djecu te
pojedinci u bilo kojoj Zivotnoj dobi imaju odredenu moguénost, s obzirom na njihovu
zastupljenost rizicnih faktora, oboljeti od ove bolesti, iako je ipak najces¢a u ljudi odrasle 1

starije dobi (4).
1.1.1. Rizi¢ni faktori

Urolitijaza predstavlja veliki rastu¢i problem modernog drustva. Statistike pokazuju kako
u Sjedinjenim Americkim DrZzavama cak 10,6 % muSkaraca, odnosno 7,1 % Zena razvije
kamnce u urinarnom traktu (5). Veca ucestalost urolitijaze u muSkaraca moZe se objasniti
prisutno$¢u androgenih receptora koji imaju svojstvo reguliranja p22-PHOX podjedinice
bubrezne epitelijalne NADPH oksidaze na transkripcijskoj razini §to omogucuje povecanje

oksalatne biosinteze i oksidativnog stresa koji se pojavljuju uz stanja oSte¢enosti bubreZnih
tubula (6).

Ovo je takoder stanje koje ¢eS¢e pogada osobe koje zbog loSeg zivotnog stila pate od
pretilosti, oboljele od diabetesa mellitusa, osobe koje pate od hipertenzije te pokazuju

laboratorijske znakove hiperlipidemije te osobe pretezito sedentarnih zanimanja i stila Zivota
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(7, 8). Konkretno, u slucaju razvoja kamenca kalcijevog oksalata u oboljelog, prvotna stanja
koja bi mogla biti jedan od uzroka razvoja urolitijaze, a time i rizik za razvoj takve vrste
urolitijaze, primarni su hiperparatiroidizam, dulji periodi mirovanja, viSak vitamina D,
kroni¢na dijareja, kroni¢ni pankreatitis, Chronova bolest, nefrokalcinoza, primarna
hiperoksalurija te Cacchi-Ricci bolest. Oboljeli od urolitijaze mogu biti 1 tzv. idiopatski
slucajevi bez odredenoga sistemskog uzroka koji bi mogao stajati iza povecanog rizika za

razvoj urolitijaze (8).
1.1.2. Mehanizmi nastanka urolitijaze

Najbolji uvjeti za razvoj kamenca u urinu su superzasicen, kiseo urin, tj. urin malenog
volumena s prekomjernom koli¢inom u urinu prisutnih minerala (8). O samoj vrsti minerala
ovisi 1 vrsta kamenca, a vrstu minerala koji ¢e prevladati moze diktirati i odredeno veé
prisutno patolosko stanje u organizmu pojedinca (npr., kamenci magnezij amonijevog fosfata
heksahidrata u slucaju prisutne urinarne infekcije bakterijama koje sadrze enzim ureazu) (8,

9).

Sam nastanak kamenca uvjetuje formacija kristala u tubularnoj tekucini te njihova

retencija u bubreznim kanalima. Trenutno postoje tri teorije o nastanku kamenaca:

a) Model slobodnih cestica — razvoj kristalnih jezgara u lumenu nefrona tijekom
ekstremno visoke zasi¢enosti urina filtriranim solima

b) Model adheriranih Cestica — razvoj kristalnih jezgara adheriranih na povrSinu lumena
uslijed renalnog ostec¢enja zbog prekomjerne koli¢ine tubularnih oksalata

c) Randallov plak — zasad etioloski nedovoljno istraZeno oSte¢enje bazalne membrane
Henleove petlje u kombinaciji s matriksom bogatim glikozaminoglikanima te
tubularne okoline bogate mineralima stvara upalno prolitogeni¢no stanje 1 plakove

kalcijevog fosfata koji se kasnije mogu razviti u kamence (9).

Svi spomenuti mehanizmi u konacnici rezultiraju formiranjem bubreZznog kamenca u
jednom od dijelova mokraénog sustava, tj. vode do nastanka urolitijaze, kod kojeg kamenac
svojom prisutno$¢u i prolaskom kroz mokraéni sustav, zbog svoga osebujnog sastava i
veli¢ine, uzrokuje oSteCenje tubularne sluznice i1 potencijalnu opstrukciju bubreznih i

mokraénih puteva (10).



Smanjeno izluCivanje citrata pokazalo se kao jo$ jedan od predispozicijskih faktora za
potencijalni nastanak kristala kalcijevog oksalata u mokraénom sustavu, no kao jedini prisutni
rizicni faktor u pacijenta, bez prisutnosti ostalih predispozitora, nije dovoljan za nastanak

kalcij oksalatne nefrolitijaze (11).
1.1.3. Farmakoterapija urolitijaze

Jedan od uobicajenih lijekova za prevenciju urolitijaze uzrokovane kalcijevim kristalima u
osoba s povecanim rizikom od njihovog razvoja ili osoba s ve¢ prisutnom povijeséu bolesti te
za tretiranje trenutno oboljelih su lijekovi na bazi citrata (13). Citrat inhibira kristalizaciju 1
samim time smanjuje i usporava ili sprjeCava formiranje kalcijevih kamenaca u mokra¢nom
sustavu (12). NajceSce se koristi u terapiji pacijenta s renalnom tubularnom acidozom
distalnih tubula, hipocitraturijom te kod pacijenata s ponavljaju¢om prisutnoséu kalcij
oksalatnih kamenaca i kalcij fosfatnih kamenaca s mogu¢om zamjenom u obliku kalijevog

bikarbonata u pacijenata s intolerancijom na citrat (13).

Lijekovi s duljom povijescu koriStenja u slucajevima urolitijaze su tiazidski diuretici koji
se koriste kod oboljelih od urolitijaze u obliku hidroklortiazid te klorotiazida joS od pedesetih
godina 20. stolje¢a (13). Tiazidi se mogu koristiti u oboljelih sa i bez hiperkalciurije, a
koriStenje se takoder preporuca u obliku profilakse u slucajevima ponavljaju¢ih nastanaka
kamenaca u pacijenata bez sekundarnih uzroka urolitijaze poput renalne tubularne acidoze,
entericne hiperoksalurije, infekcija urinarnog trakta te poremecaja s uzro¢nom

hiperkalcijemijom. (11, 12)

Jedni su od novijih lijekova za urolitijazu Cije se djelovanje jo$ istraZuje, a uporaba
usavrSava, lijekovi na bazi fosfata, naj¢eS¢e ortofosfatni lijekovi (14). Smatra se da fosfat
smanjuje eksreciju kalcija uz pomo¢ inhibicije sinteze kalcitriola te samim time i
hiperkalciuriju i pojacan nastanak kalcijevih kristala i kamenaca (15, 13). Predlaze se kao
potencijalno koristan lijek za bolesnike s idiopatskom slikom bolesti, bez sekundarnih uzroka,
no zbog prisutnosti veceg broja nuspojava, posebice probavnih, jo§ nije idealno terapijsko

rjesenje (15).

Kamenci dijametra ve¢eg od 7 mm zahtijevaju kirurSku intervenciju uretroskopije ili
perkutane nefrolitomije u svrhu njihovog uklanjanja dok kamenci dijametra 5 mm i1 manje
(karakteristika 90 % slu¢ajeva) mogu pro¢i kroz urinarni trakt i izaci s urinom (16, 17).

Osamdeset posto kamenaca koje ljudi razviju su kalcijevi kamenci (kamenci kalcijevog
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oksalata 1 kalcijevog fosfata), 10 % struviti (kamenci magnezij amonijevog fosfata
heksahidrata), 9 % kamenci mokra¢ne kiseline, te u 1 % spadaju kamenci ostalih vrsta

(kamenci cistina, amonijevog kiselog urata, itd.) (17).
1.1.4. Oksidativno oSte¢enje bubreznih tubula i nastanak urolitijaze

Oksidativno oStecenje je proces koji uzrokuje ostecenje stanicnog tkiva, a nastaje uslijed
povecanog unosa natrija; karakterizira ga stvaranje slobodnih radikala kisika tijekom
aerobnih metaboli¢kih procesa (18). Proces koji ovo omogucuje povecana je NAD(P)H
oksidazna aktivnost te smanjene ekspresije superoksidne dismutaze (19). Takoder, oksidativni
je stres izrazito klju€an dio u nastanku kristala kalcijevog oksalata koji ultimativno izgraduju
oksalatne bubrezne kamence (20, 21). Visoki unos natrija samim time uzrokuje i
hiperoksaluriju koja pak, uz nastanak urolitijaze, pogoduje stani¢cnom oste¢enju te stanicnoj
apoptozi, a sve spomenuto je, takoder uslijed povecane koli¢ine natrija u hiperoksaluri¢énim
bubrezima, uzrokovano i s posljediénom smanjenom aktivno$¢u obrane od prekomjerne lize
stanica u tubulima koja se uobicajeno uspostavlja uz pomoc¢ uspjesne regulacije aktivnosti
SLC26A6 transportnog proteina oksalata koji pospjesuje ekskreciju oksalata kroz probavni
sustav dok citrat u mokraénom sustavu djeluje kao kelator kalcijevih iona, smanjujuci

slobodne kalcijeve ione koji bi se dalje mogli vezati s oksalatima i formirati kamence (21, 22).

Na daljnjoj imunoloskoj 1 stani¢noj razini, ovakav tip tkivnog oSte¢enja takoder uzrokuje
pojacanu proizvodnju i izlu€ivanje upalnih molekula poput osteopontina te monocit-
kemoatraktantskog proteina-1 (MCP-1) 1 razliitth vrsta podjedinica inter-alfa-inhibitora

poput bikunina (11).

Na molekularnoj razini, bitno je istaknuti 1 kako je otkriveno da je glavni proces za
povecanje oksidativnog stresa uslijed ve¢eg unosa natrija smanjenje ekspresije bakar i cink
sadrzavajuce superoksid dismutaze i magnezij superoksid dismutaze na razini mRNA uslijed
povecanja NAD(P)H oksidazne aktivnosti, a kao dodatan proces uz ova zbivanja se spominje
1 povecana urinarna ekskrecija lipid peroksidaznih metabolita 8-izoprostana F,, 1

malondialdehida (21).

Tijekom posljednjih godina, istrazivaci su pokusali pronaci potencijalno anti-urolitijska
djelovanja pojedinih tvari uz pomocu kojih bi se spomenuta oksidativna oStecenja, a time i
nastanak urolitijaze te njenih daljnjih negativnih posljedica na renalno zdravlje pojedinca,

mogla smanjiti. Primjerice, istrazivala su se zastitna svojstva tvari poput bioaktivnog ekstrakta
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Poria gljive koja su pokazala znaCajnu sposobnost antioksidativne aktivnosti te smanjenja
oksidativnog stanicnog ostec¢enja na LLCPK1 tubularno epitelnim stanicama (21), a sli¢ne
rezultate je pokazalo i istrazivanje zaStitnih svojstava N-acetilcisteina na Madin-Darby pse¢im
bubreznim stanicama koje je takoder polucilo znacajne rezultate u prilog smanjenja
oksidativnog stresa u stanica izlozenim kalcijevom oksalatu te tretiranim N-acetilcisteinom

(24).
1.2. L-arginin

L-arginin (2-amino-5-guanidino-pentatoni¢na kiselina) je za ljude neesencijalna amino
kiselina, a sintetizira se endogeno u proksimalnim bubreznim tubulima od aminokiseline
citrulina kojeg nalazimo u gotovo svim vrstama stanica ljudskog organizma, sa sluznicom
tankog crijeva kao najve¢im izvorom citrulina za spomenutu sintezu. Zajedno, ovo se naziva
intestinalno-renalna osovina za argininsku sintezu (23, 24). Osim u ovom procesu, smatra se
da L-arginin sudjeluje i u procesima proizvodnje kreatina, L-ornitina (u procesu popravka
tkiva), L-glutamata te razli¢itih poliamina. U zdravom ljudskom serumu nalazimo izmedu 50 i
150 uM L-arginina, a smatra se da ga se u zdravoj modernoj prehrani hranom unese oko 5 g

(25,27, 28).

Supstrat je i za djelovanje enzima dusSicni oksid sintetaze (NOS) koji stvara duSi¢ni oksid
(NO), odgovoran za nonadrenergi¢nu 1 nonkolinergi¢nu neurotransmisiju, neuroptrotekciju, za
pravilan rad krvnih zila te za smanjenje krvnog tlaka zbog svog vazodilatacijskog djelovanja,
a koriste ga 1 stanice imunoloskog sustava gdje sluZi za stani¢no signaliziranje 1 oksidativno
baktericidno djelovanje (25, 26). Postoje tri razli¢ite izoforme NOS-a: neuronalna (nNOS ili
NOS 1), inducibilna (iNOS ili NOS II) te endotelijalna (eNOS ili NOS III), od kojih nNOS i
eNOS proizvode NO u manjim koli¢inama, a regulira ih kalcij, tj. kalmodulin, dok je iNOS
aktivna uglavnom samo u upalnim stanicama, a aktivira se citokinom stimulacijom, neovisna
je o kalciju 1 proizvodi NO u veéim koli¢inama (26, 27). Mehanizam reagiranja NOS-a
ukljucuje dvoelektronski prijenos od molekularne forme kisika uz pomo¢ nekolicine
kofaktora do L-arginina, Sto rezultira s otpuStanjem NO-a i L-citrulina, a Nw-hidroksi-L-

arginin se formira kao stabilan nusprodukt (27).

Medu tvarima koje razgraduju arginin radi proizvodnje ostalih bioloski bitnih tvari
nalazimo enzim arginazu, ¢ija je uloga njegova razgradnja radi produkcije uree, prolina te

poliamina (26). Arginaza I razgraduje arginin u jetri u procesu stvaranja ornitina, no posto se



kasnije ornitin koristi za formiranje citrulina te naposljetku ponovno arginina, ovaj proces ne
uzrokuje znacajan manjak arginina u organizmu, dok u mitohondrijima pak nalazimo i drugi
oblik ovog enzima — arginazu II, ¢ija je konkretna uloga manje poznata, a nalazi se ne samo u

jetri, ve¢ 1 u bubreznim stanicama (28, 29).
1.2.1. Primjena L-arginina u lijeenju kardiovaskularnih bolesti

U kardiovaskularnom sustavu, NO ima snazno zastitno djelovanje od brojnih bolesti ovog
sustava. Proizveden od strane eNOS-a kao odgovor na stimulaciju mehanoreceptora zbog
pritiska tekuce krvi koja kola kroz vene, kljucan je za odrZzavanje homeostaze vaskularnog
tonusa, interakcija izmedu vaskularnih zidova i cirkuliraju¢ih krvnih stanica te opcéenito za
odrzavanje pravilne vaskularne strukture. Manjak uspjesnog djelovanja NO-a u krvozilnom
sustavu moze za posljedicu imati nastanak ili napredak bolesti poput hipertenzije,
ateroskleroze te dijabeticke angiopatije, iako njegova prekomjerna proizvodnja od strane
iNOS-a u stanju septicnog Soka moze uzrokovati potpuno suprotno — manjak arterijske

elasti¢nosti (28).

Izuzev samog pritiska krvnog toka kroz lumen zile, aktivacija eNOS-a je takoder
pokrenuta putem biokemijskih stimulansa poput acetilkolina ili bradikinina. Svi navedeni
stimulansi uzrokuju aktivaciju receptora na endotelijalnoj stani¢noj povrSini lumena krvnih
zila, a zatim 1 unos unutarstani¢nog kalcija, $to naposljetku uzrokuje aktivaciju eNOS-a 1
proizvodnju NO-a. NO stvoren unutar endotelijalnih stanica zatim procesom difuzije prelazi u
stvaranja ciklicnoga gvanozin monofosfata uzrokuje vazodilataciju. Jednako djelovanje poput
opisanog djelovanja endogeno proizvedenog NO-a ima 1 NO otpuSten u cirkulaciju 1 uz
pomo¢ vanjskih farmakoloskih sredstava, poput natrijevog nitroprusida i nitroglicerina te se

ovo naziva endotel-nezavisna vazodilatacija (29).

U slucaju oboljelih od hipertenzije, L-arginin u obliku dodataka prehrani moZe znacajno
smanjiti i sistolicki 1 dijastoli¢ki tlak za 2.2 do 5.4 mm Hg u slucaju sistolickog te 2.7 do 3.1
mm Hg u slucaju dijastolickog tlaka. Ovakvo smanjenje tlaka, posebice sistolickog, povezano
je s €ak 14 % manjim rizikom za dozivljavanje sréanog udara te 9 % manjim rizikom za
obolijevanje od ostalih kardiovaskularnih bolesti (27). Ve¢ intravenozna doza od 30 g/L-
arginina pospjeSuje vazodilataciju u ljudi unutar 30-minutnog vremenskog perioda te je

pokazala pozitivne rezultate u tretiranju oboljelih od koronarno arterijskih bolesti, no ne i u



oboljelih od primarne pulmonarne plu¢ne hipertenzije. Ovakav tip izazvane vazodilatacije je u
istrazivanjima bio pracden i s vecim izluc¢ivanjem NO metabolita nitrita i nitrata putem
mokraée te se moze zakljuciti kako je ovaj proces definitivno NO-ovisan, no druga
istrazivanja pak pokazuju kako vazodilatacijskom djelovanju potpomaze i1 L-argininom
izazvano izlu¢ivanje hormona poput hormona rasta te inzulina. Bitno je 1 napomenuti kako se
dnevna doza L-arginina manja od 15 g pokazala farmakoloski nedjelotvornom na krvozilni

sustav (28).
1.2.2. Primjena L-arginina u lije€enju bubreZnih bolesti

Osim povoljnog ucinka na visok krvni tlak, L-arginin je pokazao pozitivna svojstva u
tretiranju bubreznih patoloskih stanja. Naime, u bubreznih bolesti s posljedicom smanjenja
bubrezne mase, takoder je posljedica i smanjena koli¢ina proizvedenog NO-a te arginina
opcenito, $to uzrokuje povecan oksidativni stres i tkivna oSte¢enja. U slu€ajevima blazih
bubreznih patoloskih stanja, ovo se moze smanjiti ili usporiti uz pomo¢ kombinacije povecane
koli¢ine plazmatskog citrulina i nastale proksimalne tubularne hipertrofije, Sto u kombinaciji
odrzava dostatnu proizvodnju L-arginina (30). Slucaj paralelnog pada funkcije bubreznog
tkiva 1 koncentracije arginina se posebice moZe primijetiti u oboljelih od mnogih oblika

kroni¢nih bubreZnih bolesti s rezultiraju¢im kroni¢nim bubreznim zatajenjem (31).

Sli¢no se pokazalo i u istraZzivanjima na Stakorskom modelu o utjecaju smanjene funkcije
NOS enzima u oboljelih od akutnog otkazivanja bubrezne funkcije, gdje se manjak arginina,
endotelijalne NOS III ekspresije 1 NO-a pokazao kao akcelerator tkivnog propadanja,

korelirajuci s padom glomerularne filtracije (32).

U slucajevima razli€itih vrsta glomerulonefritisa pak nalazimo na podijeljena misljenja 1
rezultate. U sluCajevima mezangioproliferativnog glomerulonefritisa, Wegenerove
granulomatoze, lupus nefritisa te Cak i u slucajevima odbacivanja transplantata bubrega
nailazimo na povecanu ekspresiju iNOS mRNA te povecanu koli¢inu NO-a koja korelira s
histoloskim znakovima renalnog osSte¢enja i1 gubitka tkivne funkcije. Slicno je otkriveno i u
slucaju modela Stakora s anti-timocitni serum (ATS) induciranim glomerulonefritisom gdje je
indukcija NOS-a rezultirala sa znacajnim smanjenjem liziranih stanica i oStecenog tkiva. S
druge strane, u slucaju tretiranja Zivotinjskog modela Stakora s nefrotoksi¢nim globulinom, a
zatim 1 arginazom u svrhu smanjenja koli¢ine arginina u organizmu Zzivotinje, pokazano je

kako ovakvo smanjenje arginina uzrokuje drasticno pogorSanje renalnog stanja Zivotinje te



dolazi do zakljucka kako bi NO ipak mogao imati bitnu ulogu u smanjenju i ograni¢avanju
glomerularne Stete u ovom zivotinjskom modelu. Testiranje smanjenja funkcije iNOS-a u
miSevima oboljelima od antiglomerularnog glomerulonefritisa bazalne membrane je
zanimljivo takoder po tome kako nije pokazalo ni pozitivne ni negativne rezultate s obzirom

na smanjenje ili pogorsanje bolesti (33).

PrijaSnje istrazivanje utjecaja L-arginina i vitamina E kao potencijalnih antioksidansa
protiv oksidativnog oSte¢enja kalcijevog oksalata na stani¢nim linijama MDCK [, MDCK II 1
LCP-K1 je pokazalo kako prethodni tretman L-argininom i vitaminom E, svaki zasebno,
zaista uzrokuju vecée preZivljavanje stanica nakon tretiranja kalcijevim oksalatom (34) te u

ovome radu nastavljamo istrazivanje ovog otkrica.
1.2.3. Primjena L-arginina u lijeCenju upalnih bolesti

Jo$ jedna od potencijalno korisnih primjena L-arginina u farmaceutske svrhe je u
tretiranju upalnih bolesti. L-arginin se naime pokazao kao uspjeSan dio odrzavanja zdrave
intestinalne imunohomeostaze sa sposobnoséu zacjeljivanja intestinalne mukozne sluznice i
usporavanjem infiltracije upalnih stanica u tkivo u slu€ajevima oboljelosti od kolitisa (35).
Pokazalo se i da smanjena koli¢ina L-arginina u krvi oboljelog korelira sa stadijem
uznapredovanog ulceroznog kolitisa te je 1 ovo pokazatelj mogucénosti koristi L-arginina u

terapijske svrhe u slu¢aju upalnih crijevnih bolesti (35, 36).

Smatra se da bi ovakvo djelovanje L-arginina mogli pripisati nekoliko razli¢itih
mehanizama. Prvi je mehanizam sustava oksidacije. Naime, upalna bolest crijeva je Cesto
pracena s vetom koli¢inom uznapredovalih oksidacijskih proteinskih produkata (noviji
marker oksidativnog oStec¢enja tkiva), malondialdehida (indikator lipidne peroksidacije) s
istovremeno smanjenom koli¢inom SOD-a. Veca koli¢ina SOD-a pak uzrokuje suprotne
rezultate i umanjuje oksidativnu Stetu. Drugi mehanizam je vezan uz imunoloSki sustav
crijeva, koji je u slucaju upalnih bolesti ovoga organskog sustava izrazito narusen sa
smanjenim imunoglobulinom A, poveanom apoptozom limfocita u Peyerovim plo¢ama,
povecanom ekspresijom interleukina-17 i TNF-alfe, dok uvodenje dijete bogate L-argininom
u nekoliko Zivotinjskih modela uzrokuje, kao §to smo ve¢ naveli, potpuno suprotnu promjenu
kretanja ovih vrijednosti i poboljSanje stanja oboljelog tkiva. Tre¢i mehanizam govori o

pozitivnom ucinku L-arginina na crijevnu mikrofloru, a istrazuju se i ostale mogu¢nosti (36).



Jo§ jedan zanimljiv podatak je protuupalno svojstvo asimetricnog dimetilarginina
(ADMA) ¢iji se porast, zajedno sa smanjenjem upalnih biomarkera (poput interleukina-6,
prokalcitonina i C-reaktivhog proteina) povezuje s poboljSanjem upalne bolesti. Jedini
preostali zbunjuju¢i faktor je Cinjenica kako NO, Cije povecane koli¢ine su prisutne uz
povecane koli¢ine L-arginina, moze imati i protu i antiupalna svojstva te se ovi konkretni

mehanizmi protuupalne obrane i djelotvornosti jo§ istrazuju (37).



2. HIPOTEZA

Primjena L-arginina prevenira razvoj oksidativnog ostecenja i kristalizacije u stanicnom

modelu oksalatne urolitijaze distalnih bubreznih tubula.
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3. CILJ

Cilj ovoga istrazivanja je odrediti toksi¢ni u¢inak oksalata u razli¢itim koncentracijama i u
razli¢itom vremenskom periodu izloZenosti na epitelnim stanicama distalnih bubreznih tubula
stanicnog tipa MDCKI1 te odrediti ucinak antioksidansa L-arginina pri razliitim
koncentracijama na proces kristalizacije i izrazaj mRNA superoksid dismutaze u stanicnom

modelu oksalatne urolitijaze distalnih bubreznih tubula stani¢nog tipa MDCKI1.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Ustroj studije
Studija je odradena u obliku laboratorijskog znanstvenog rada.
4.2. Materijali

Od kemikalija koristio se natrijev oksalat (proc¢is¢en do >99 %) te L-arginin kupljeni od
Sigma Chemicalsa (St. Louis, MO), stanice su se takoder tijekom pokusa po potrebi ispirale
fosfatom puferaranom fizioloSkom otopinom (PBS) te su se po potrebi tretirale tripsinom. Za

odredivanje vijabilnosti stanica koristena je boja ,,trypan blue®.

Koristena stani¢na kultura je Madin-Darby canine kidney cells podtipa I (MDCK I).
Roditeljski MDCK staniéni tip izoliran je iz zdravoga, odraslog koker $panijela te je nekoliko
podtipova izolirano i iz roditeljske stani¢ne linije. MDCK I stanice imaju svojstva distalnih
tubula zbog Cega su prikladne za ovaj tip istrazivanja te su velikoduSan dar laboratorija
profesora Carla Verkoelena u Uroloskoj klinici Erasmus Medicinskog centra u Rotterdamu,

Nizozemska.
4.3. Metode

Sav rad sa stanicama odrzavao se pod digestorom radi sprjecavanja kontaminacije
stani¢nih kultura, uz koristenje rukavica te pomne sterilizacije povr$ina, koriStenog pribora i
unoSenih predmeta. Za ispitivanje toksi¢nosti natrijevog oksalata, subkultivirane stanice smo
prebacili iz petrijeve zdjelice u ploc€ice sa Sest jazica s medijem, stanice su inkubirane do
konfluentnosti te su tretirane natrijevim oksalatom u padaju¢im koncentracijama te inkubirali
u inkubatoru na 37 °C do iduéeg dana, broje¢i nastale kristale u iducih 6 sati. Drugi dan smo
stanice isprali PBS-om, odvojili od dna jaZica tripsinizacijom te prebacili sadrzaj u tubice od
1,5 mL, zajedno sa 0,5 mL medija (DMEM). Ukupan sadrzaj smo zatim u koli¢ini od 10 pL
prenijeli u manje tubice te svakoj dodali i 10 pL trypan blue boje za odredivanje vijabilnosti
stanica. Sadrzaj svake tubice smo prenijeli u Neubauerov hemocitometar i prebrojili vijabilne
stanice pod svjetlosnim mikroskopom pod srednjim povecanjem. Ovaj se dio istraZzivanja

odradio u duplikatu.
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Slika 1 — Laboratorijski inkubator

Za ispitivanje utjecaja antioksidansa, ponovno smo subkultivirane stanice iz petrijeve
zdjelice prebacili u plocicu sa Sest jazica s medijem te nakon inkubacije do konfluentnosti,
medij isprali i dodali u svaku jazicu sljede¢i sadrzaj: u prvu jazicu smo stavili samo 2 mL
medija (ukupna koli¢ina sadrzaja u svakoj jazici mora biti 2 mL), u drugu jazicu smo stavili
1200 u. DMEM-a s FBS-om te samo NaOx (800 pL), u treu smo jazicu stavili ponovno
obvezan medij (1998 pL) + 2 uL L-arginina, u ¢etvrtu jazicu smo stavili najvecu koli¢inu L-
arginina (0,5 ng/mL) te istu koli¢inu NaOx-a kao 1 u drugu jaZicu te i u preostale dvije jaZice
(800 pL) + obavezan medij (1190 pL), u petu jazicu smo stavili srednju koli¢inu L-arginina
(0,1 ng/mL medija) te istu koli¢inu NaOx-a kao i1 u drugu 1 Cetvrtu te zadnju preostalu jazicu
(800 puL) + obavezan medij (1198 pL) 1 u Sestu jaZicu smo stavili najmanju koli¢inu L-
arginina (0,05 ng/mL medija) te istu koli¢inu NaOx-a kao i u sve prijasnje jaZice koje su ga
sadrzavale (800 pL) + obavezan medij (1199 pL). Stanice smo zatim ostavili u inkubatoru
tijekom iduc¢ih 24 sata i tijekom iducih 6 sati smo brojali novonastale kristale. Drugi dan smo
sadrzaj svake jazice tripsinizirali kao 1 u ispitivanju toksi¢nosti prebacili u tubice od 1,5 mL i

dodali 0,5 mL medija, a zatim po 10 pL prebacili u jo§ manje tubice i dodali 10 pL trypan
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blue boje radi bojanja vijabilnih stanica u Neubeierovom hemocitometru pod svjetlosnim

mikroskopom i srednjim poveéanjem. Ovaj se dio istrazivanja takoder odradio u dvije serije.

Slika 2 — Radna stanica (tzv. ,,hood*) koristena u radu sa stanicnim kulturama

Nakon ispitivanja utjecaja L-arginina na stani¢nu kulturu tretiranu natrijevim oksalatom,
uz pomo¢ komercijalnog RNeasy Mini Kit-a (Qiagen, Hilden, Njemacka), izolirana je ukupna
stani¢na RNA iz testiranih stani¢nih kultura. Zatim je na temelju dobivene RNA sintetizirana
cDNA uz pomo¢ komercijalno dostupnog seta (Prime Script First Strand cDNA Synthesis
Kit, Takara Bio, Otshu-Shi, Japan). Dobivena sintetizirana ¢cDNA je zatim kvantificirana
lanCanom reakcijom polimeraze (PCR, eng. Polymerase chain reaction) uz pomoc

komercijalnog Taq PCR Core Kit-a (Qiagen, Hilden, Njemacka).

Za kvantifikaciju SOD-a (izvanstani¢ne superoksid dismutaze) koriStena je standardna

PCR metoda te pocetnice:

a) 5-ATGGTGGCCTTCTTGTTCTGC-3'1
b) 5-GTGCTGTGGGTGCGGCACACC-3'".
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LDHA (laktat dehidrogenaza A) je koriStena kao unutarnja kontrola za odredivanje

moguce prisutnosti razli¢itih koncentracija cDNA uz sukladni PCR protokol, sa pocetnicama:

a) 5-TAATGAAGGACTTGGCAGATGAACT-3'i
b) 5-ACGGCTTTCTCCCTCTTGCT-3".

Svi dobiveni uzorci ¢uvani su na 4 °C, a rezultati su bili vizualizirani uz pomo¢
elektroforeze na 0.8 % agaroznom gelu oboga¢enom SYBR Safe bojom za gel te su

dokumentirani snimacem gelova (Gel Doc™ XR+ System, Bio-Rad Ltd.).

Semikvantitativna analiza dobivenih rezultata u¢injena je uz pomo¢ Image Lab softvera
(verzija 5.2.1 build 11, Biorad, Hercules, Kalifornija, Sjedinjene Americke Drzave) te su
daljnji dobiveni rezultati prikazani kao postotak u odnosu na kontrolu, tj. u odnosu na

rezultate netretiranih stanica.

4.4. Statisticke metode

Numericki podatci opisani su aritmeticCkom sredinom 1 standardnom devijacijom, a u
sluc¢aju raspodjela koje ne slijede normalnu razdiobu medijanom i interkvartilnim rasponom.
Razlike izmedu dviju nezavisnih skupina normalno raspodijeljenih numerickih podataka bit
¢e testirane Studentovim T-testom, u sluc¢aju da varijable ne slijede normalnu raspodjelu,
koristit ¢e se neparametrijski analog (Man-whitney U test). Statisticka analiza obavljena je u
programu Statistica 10.0 (StatSoft, TuLsa, OK, USA), uz odabranu razinu znac¢ajnosti od
a=0.05 (38).
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5. REZULTATI

5.1.Ispitivanje toksi¢nosti

U prvoj seriji ispitivanja toksi¢nosti uocili smo pocetak formiranja kristalic¢a tri sata nakon
izlaganja stanica natrijevom oksalatu samo u petoj jazici koja je sadrzavala 8 nM razrijedenje
natrijevog oksalata te pad broja nastalih kristalia tokom tijekom iduca tri sata. Rezultati su
prikazani na slici 3 i tablici 1. (prikaz rezultata prve jazice je izostavljen zbog koristenja prve

jazice kao slijepe probe u kojoj se nalazio samo medij).

\ =@ 2. jaZica
\ == 3. jaZica
3 4. jazica
\ =>e=5 jaZica

2
\ == 6. jaZica

1

1h 2h 3h 4h 5h 6h
Vrijeme inkubacije

Broj nastalih kristala
D

Slika 3 — Prikaz broja nastalih kristala kroz vrijeme u prvoj seriji ispitivanja toksicnosti

Nakon kraja 24-satne inkubacije te daljnje obrade stanica u jaZzicama, sadrzaj svake
jazice prebacili smo u Neubauerov hemocitometar i mikroskopskim promatranjem uocili
porast smrtnosti stanica s ve¢om kolicinom prethodni dan dodanoga natrijevog oksalata.

Rezultati su prikazani na slici 4 1 tablici 1.
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Slika 4 — prikaz smanjenja vijabilnih stanica u odnosu na rastucu koncentraciju natrijevog

oksalata
NaOx konc. Br. stanica Br. stanica/mL
2. jazica 1 nM 63 32x10°
3. jazica 2nM 22 1,1x 10°
4. jazica 4 nM 2 0,1x10°
5. jazica 8 nM 0 0x10°
6. jazica 16 nM 0 0x10°

Tablica 1 — Prikaz podataka o smanjenju viijabilnih stanica u odnosu na rastucu

koncentraciju natrijevog oksalata

Tijekom druge serije ispitivanja toksi¢nosti, nakon inkubacije stanica s natrijevim
oksalatom, uoc€ili smo ponovni nastanak kristala samo u petoj jaZici sa 8 nM razrijedenjem
natrijevog oksalata ve¢ nakon prvog sata inkubacije te je taj broj rastao do Cetvrtog sata
inkubacije, kada je poceo padati. Rezultati su prikazani na slici 5 (prva jazica, bez natrijevog

oksalata, ponovno nije prikazana).
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Broj nastalih kristala
w

1h

2h 3h 4h 5h

Vrijeme inkubacije

6 h

—9—2. jaZica
=—3. jaZica
=4, jaZica
=>¢=5. jaZica
== 6. jaZica

Slika 5 — Prikaz broja nastalih kristala kroz vrijeme u drugoj seriji ispitivanja toksicnosti

Nakon 24-satne inkubacije 1 daljnje obrade stanica u jaZicama, jednako kao 1 u sluc¢aju

prve serije, sadrzaj svake jaZice promotrili smo 1 prebrojili uz pomo¢ Neubeierovog

hemocitometra te ponovno primijetili porast smrtnosti stanica s ve¢om koli¢inom prethodni

dan dodanoga natrijevog oksalata. Rezultati su prikazani na slici 6 i tablici 2.
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Slika 6 —Prikaz smanjenja vijabilnih stanica u odnosu na rastucu koncentraciju natrijevog

oksalata
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NaOx konc. Br. stanica Br. stanica/mL
2. jazica 1 nM 65 33x10°
3. jazica 2nM 23 1,2x 10°
4. jazica 4 nM 4 02x 10’
5. jazica 8 nM 2 0,1x 10’
6. jazica 16 nM 0 0x10°

Tablica 2 — Prikaz podataka o smanjenju vijabilnih stanica u odnosu na rastucu

koncentraciju natrijevog oksalata

5.2. Ispitivanje utjecaja L-arginina na nastanak kristala kalcijevog oksalata

Nakon Sest sati inkubacije stanica testiranih u sklopu odredivanja utjecaja L-arginina na
nastanak oksalata, gdje su stanice bile izloZene jednakim koli¢inama natrijevog oksalata i
padajuc¢im koncentracijama L-argininom, izbrojali smo porast broja kristala u jazicama koji je
korelirao sa smanjenjem koncentracije dodanog L-arginina. Jednak odnos je uocen i u
brojanju kristala nakon dvadeset i Cetiri sata. Rezultati su prikazani na slikama 7 1 § te

tablicama 3 1 4.
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O .

Broj nastalih kristala

0,05 0,1
Koncentracija L-arginina, ng/mL

Slika 7 — Prikaz odnosa koncentracije L-arginina i broja nastalih kristala u prvoj seriji

ispitivanja utjecaja antioksidansa nakon 6 h
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Koncentracija L- Broj nastalih
arginina (ng/mL) kristala
0,05 98
0,1 87
0,5 68

Tablica 3 — Prikaz odnosa nastalih kristala u odnosu na dodanu koncentraciju natrijevog

oksalata (nakon 6 h)
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Slika 8 — Prikaz odnosa koncentracije L-arginina i broja nastalih kristala u prvoj seriji

ispitivanja utjecaja antioksidansa nakon 24 h



Koncentracija L- Broj nastalih
arginina (ng/mL) kristala
0,05 84
0,1 73
0,5 45

Tablica 4 — Prikaz odnosa nastalih kristala u odnosu na dodanu koncentraciju natrijevog

oksalata (nakon 24 h)

Nakon brojenja vijabilnih stanica u istrazivanim jazicama nakon 24 sata, otkrili smo
padajuci broj izbrojenih vijabilnih stanica sa smanjenjem dodane koncentracije L-arginina u

jazicama. Rezultati su prikazani na slici 9 1 u tablici 5.
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Slika 9 — Prikaz odnosa izbrojenih vijabilnih stanica i koncentracije L-arginina
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Koncentracija Broj vijabilnih
L-arginina stanica nakon 24
(ng/mL) h
0,05 3
0,1 5
0,5 7

Tablica 5 — Prikaz odnosa nastalih kristala u odnosu na dodanu koncentraciju natrijevog

oksalata

5.3. Ispitivanje ekspresije izvanstani¢ne superoksid dismutaze (SOD)

Slijede¢i obavljanje semikvantitativne analize ekspresije SOD-a na tretiranim stanicama,
dobiveni rezultati su ukazali na ve¢i postotak izraZzene SOD u stanica tretiranih L-argininom
uz tretman natrijevim oksalatom (85,19 — 90,62 %), nego u stanica tretiranih iskljuéivo
natrijevim oksalatom, bez dodatka L-arginina (73,46 %), a manje od u potpunosti netretiranih

stanica gdje je postotak izrazaja potpun (100 %). Rezultati su prikazani u grafu 7 1 tablici 5.

120

100

80
60
40
20
0

- + + + +

Natrijev oksalat
L-arginin ng/ml 0 0 0,05 0,1 0,5

lzrazaj SOD-a

Graf 7 — Prikaz odnosa postotka izrazaja SOD-a nakon semikvantifikacije i dodane

koncentracije L-arginina
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Ekspresija

(0,5 ng/mL)

. Standardna SOD-a /
Semi-kvant
devijacija netretirane
stanice (%)
Netretirane
. 1763 518 151 100
stanice
Tretirane NaOx 1 295 468 95 73,46
Tretirane NaOx
1 L-argininom 1512413 121 85,76
(0,05 ng/mL)
Tretirane NaOx
i L-argininom 1598214 92 90,62
(0,1 ng/mL)
Tretirane NaOx
1 L-argininom 1502 354 101 85,19

Tablica 5 — Prikaz odnosa semi-kvanta, standardne devijacije i postotka ekspresije SOD-a

na tretiranost stanica natrijevim oksalatom i L-argininom
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6. RASPRAVA

Urolitijaza je bolest koju sve ceS¢e susreCemo u stresnom, sedentarnom i nezdravom
zivotu danasSnjice. Pogada ljude svih zivotnih dobi, s veCom prevalencijom u starijoj
populaciji te se moze pojaviti i uz nekolicinu primarnih bolesti poput hiperparatiroidizma,
Chronove bolesti, Diabetesa mellitusa, hiperlipidemije, bolesti koje obiljezavaju dulji periodi
lezeceg ili sjedeCeg mirovanja i sl. (4, 7, 8) Konkretno, oksalatna urolitijaza je jedna od
najces¢ih njenih vrsta i karakterizira je, izmedu ostalog, 1 postepeno oksidativno oSteenje
tubularnog tkiva uslijed prekomjerne koli¢ine prisutnih natrijevih iona koji uz pomo¢
povecane NAD(P)H oksidazne aktivnosti te smanjene ekspresije superoksidne dismutaze
potpomazu stvaranju slobodnih radikala kisika tijekom aerobnih metabolickih procesa

ljudskog organizma. (18, 19, 21)

Iako postoji nekoliko sredstava kojima se moze tretirati ve¢ nastala urolitijaza, poput
terapije citratima, Tijazidom te odredenim ortofosfatnim lijekovima (11, 13, 14), i dalje se
trazi adekvatna terapija kojom bi se u pojedinaca s visoko prisutnim rizicnim faktorima,
mogla sprijeciti prvotna ili ponovna pojava urolitijjaze te njenih posljedi¢nih oStecenja

dijelova mokra¢nog sustava.

Jedna je od potencijalnih moguénosti koristenje L-arginina, jedne od neesencijalnih amino
kiselina, te njegovih pozitivnih svojstava u ovu svrhu (23). Kao jedan od klju¢nih faktora za
stvaranje dusi¢nog oksida (NO) uz pomo¢ enzima dusicni oksid sintetaze (NOS), zasluZan je
na ovaj nain za njegovo za$titno 1 pozitivno terapijsko djelovanje na kardiovaskularni
sustav, uz ¢injenicu da je dusicni oksid bitan takoder i1 za optimalno funkcioniranje zivéanog

sustava (26, 28).

Poznato je kako arginin takoder nosi odredena pozitivna svojstva u tretiranju bubreznih
bolesti, gdje smanjenje bubrezne mase dovodi do smanjene koli¢ine proizvedenog NO-a,
uzrokujuc¢i povecani oksidativni stres 1 oSte¢enje bubreznog tkiva te posljedi¢no 1 smanjenje
zdrave bubrezne funkcije (31, 32). Nazalost, pozitivno djelovanje arginina kao kofaktora u
sintezi NO-a nije dokazano u svakoj bubreznoj bolesti, ve¢ u odredenim stanjima, primjerice
kod mezangioproliferativnoga glomerulonefritisa, Wegenerove granulomatose 1 lupus

nefritisa ima, dapace, negativno djelovanje (33).
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Istrazivanje samog utjecaja arginina na stanice suocene sa oksidativnim stresom je
pokazalo kako izloZenost prethodnom tretmanu arginina i vitamina E uistinu smanjuje
smrtnost stani¢nih linija MDCK I, MDCK II te LLC-PK1 koje se nakon toga bile izlozene
kalcijevom oksalatu (34).

Pozitivna djelovanja L-arginina na odrzavanje op¢e homeostaze mokra¢nog sustava su nas
potakla da dalje istrazimo njihov opseg te da provjerimo ako bi jednako tako zadovoljavajuce
pozitivan utjecaj mogao imati i na zaStitu bubreznog tkiva od mehanizama koji poti¢u

nastanak oksalatne urolitijaze.

Nas je cilj bio odrediti tocan toksicni u€inak razli¢itih koncentracija oksalata s razli¢itim
vremenima izloZenosti na MDCKI stani¢ni podtip Madin-Darby stanica koker $panijela sa
svojstima stanica bubreznih distalnih tubula te nakon toga odrediti u¢inak razlicitih
koncentracija antioksidansa L-arginina na nastanak oksalata na jednakoj vrsti stani¢ne kulture.
Sav se rad odvijao u sterilnim uvjetima laboratorijskog digestora Zavoda za farmakologiju

Medicinskog fakulteta Osijek, uz stru¢ni nadzor i pomo¢ djelatnika zavoda.

Tijekom testiranja toksi¢nosti kalcijevog oksalata na MDCKI stanice dobili smo rezultate
koji su potvrdili kako su dodane vece koncentracije oksalata proporcionalne sa smanjenim
brojem vijabilnih stanica izbrojanih idu¢i dan u stani¢noj kulturi, tj., u obje testirane serije,
uoceno je proporcionalno smanjeno preZivljavanje stanica s porastom dodane koncentracije
kalcijevog oksalata. Kristali su uo€eni u najve¢em broju u kulturama s dodanom ve¢om
koncentracijom kalcijevog oksalata, s najve¢im porastom u prva tri sata inkubacije, nakon
¢ega je u iduca tri sata porast 1 postojanost kristala pocela postepeno opadati zbog dosegnutog

vrhunca djelovanja dodane koncentracije kalcijevog oksalata na koriStenu stani¢nu kulturu.

Tijekom testiranja utjecaja L-arginina na toksi¢nost kalcijevog oksalata na MDCK1
stanice uoceno je proporcionalno smanjenje porasta broja kristala i nevijabilnih stanica u
kulturama s porastom dodane koncentracije L-arginina. Iz navedenog moZemo zakljuciti da
su stani¢ne kulture s ve¢om koli¢inom dodanog L-arginina doZivjele smanjeno oksidativno

oStecenje 1 opcCenito formiranje kristala dodanog kalcijevog oksalata.

mRNA analiza je ukazala na povecanje ekspresije enzima SOD (superoksid dismutaza) u
uzorcima stanica koje su bile tretirane L-argininom, ukazujuci time na postojece pozitivno

antioksidativno djelovanje uslijed primjene L-arginina.
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U skladu sa svime navedenim, mozemo zakljuciti da L-arginin opéenito ima povoljan
utjecaj i zaStitno djelovanje na tkivo bubreznih distalnih tubula uslijed povecane koliCine
kalcija 1 kalcijevog oksalata u tubulima. Ovaj zakljucak dodatno prosiruje karakteristiku L-
arginina kao povoljnog medijatora u odrzavanju funkcije i1 zdravlja renalnog tkiva te utvrduje

njegovu pozitivnu ulogu kao uspjesnog antioksidansa protiv djelovanja kalcijevog oksalata.

Medutim, bitno je napomenuti kako bi se ovo opazanje trebalo dodatno istraziti u
buducénosti, s vise serija i viSe vrsta uzroc¢nika oksidativnog stresa na stani¢no tkivo bubreznih
tubula 1 urolitijaze opcenito. Takoder bi bilo izuzetno korisno obaviti daljnja testiranja
antioksidativnih svojstava L-arginina kojima bi se mogla razviti adekvatna 1 precizna terapija
L-argininom protiv nastanka i daljnjeg razvoja urolitijaze te je testirati daljnjim
farmakoloskim testiranjima za razvoj kompletnog lijeka dostupnog za javnu uporabu

pojedinaca s ve¢im rizikom obolijevanja od ovog stanja.

UspjeSan razvoj ovakve terapije bi potencijalno omogucio daljnji korak u borbi protiv
urolitijaze i njenih Stetnih djelovanja, uz potencijalno posljedi¢no smanjenje broja oboljelih i
novooboljelih uz prikladnu i1 uspjesnu terapiju u skupinama oboljelih i visokorizi¢nih

pojedinaca.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i rezultata dobivenih njegovim uspje$nim provodenjem,

mozemo zakljuciti:

Kalcijev oksalat ima prisutnu sposobnost uzorkovanja oksidativnog oStecenja s
posljedicnim odumiranjem stanice proporcionalnim s porastom primijenjene
koncentracije oksalata

L-arginin odrazava svoje sposobnosti kao antioksidans pokazujuci zastitno djelovanje
na stanice distalnih bubreznih tubula tretiranih kalcijevim oksalatom na nacin da

smanjuje te sprjecava nastanak i rast kristala kalcijevog oksalata.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Odrediti toksi¢ni ucinak natrijevog oksalata u razli¢itim
koncentracijama i u razli¢itom vremenskom periodu izloZenosti na epitelnim stanicama
distalnih bubreznih tubula (MDCK1) te odrediti u¢inak antioksidansa L-arginina pri razli¢itim
koncentracijama na proces toksi¢nosti oksalata i kristalizacije i izrazaj mRNA superoksid

dismutaze u stanicnom modelu oksalatne urolitijaze distalnih bubreznih tubula (MDCK1).

Nacrt studije: Laboratorijska znanstvena studija.

Materijali i metode: KoriStena stani¢na kultura je Madin-Darby, a dobivena je od psecih
bubreznih stanica podtipa I (MDCK I). Za ispitivanje toksicnosti, koriSten je natrijev oksalat
(prociscen do > 99 %) koji je inkubiran sa stani¢nom kulturom te se vijabilnost stanica nakon
inkubacije pregledala bojenjem bojom ,trypan blue“. Za ispitivanje zastitnog djelovanja
protiv oksalatne toksi¢nosti koriSten je L-arginin kupljen od Sigma Chemicalsa (St. Louis,
MO) koji se inkubirao s koriStenim stanicama u zasebnoj seriji zajedno s natrijevim

oksalatom.

Rezultati: Nakon inkubiranja stanica s razliitim koncentracijama natrijevog oksalata,
pokazano je kako natrijev oksalat uzrokuje znacajno smanjenje vijabilnosti stanica
proporcionalno s povecanjem njegove koncentracije. Jednako tako, otkriveno je kako su
stanice inkubirane dodatno 1 s L-argininom pokazale znafajno manje smanjenje vijabilnosti u

usporedbi sa stanicama inkubiranima isklju¢ivo s natrijevim oksalatom.

Zakljucak: L-arginin pokazuje uspjesno zastitno djelovanje na stanice distalnih bubreznih
tubula izloZenima toksi¢nom djelovanju natrijevog oksalata te predstavlja potencijalno

korisnu terapiju u lijecenju urolitijaze.

Kljuéne rije¢i: arginin; bubreg; nefrologija; urolitijaza.
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9. SUMMARY

Objectives: Determining the toxic effect of various concentrations of sodium oxalate in
various time periods while exposing epithelial cells of distal kidney tubule cells (MDCK 1) to
it and determining the effect of the L-arginine antioxidanse on the chrystalisation and toxicity
of the sodium oxalate, as well as determining the mRNA expression of superoxide dismutase

within our cell model of oxalate urolithiasis of distal kidney tubules (MDCK I).

Study design: The study was made in the form of a laboratory scientific research.

Materials and methods: The used cell culture was Madin-Darby, which was obtained
from the subtype I canine kidney cells (MDCK I). For the purpose of toxicity testing, we used
sodium oxalate (>99% purified) which was incubated with our cell culture. The viability of
our cells after the incubation was observed by dying it with the trypan blue dye. For the
purpose of testing possible protective effects, we used L-arginine obtained from Sigma
Chemicals (St. Louis, MO) which we incubated in separate testing series along with both our

cells and sodium oxalate.

Results: After incubating our cells with various concentrations of sodium oxalate, it has
been observed that sodium oxalate does indeed cause a significant reduction in the viability of
our cells, which was proportionate to the concentration of sodium oxalate in use. Also, it was
observed that cells incubated with both sodium oxalate and L-arginine displayed a significant
reduction in the viability drop, compared to the cells incubated solely with the sodium

oxalate.

Conclusion: L-arginin displayed a successful protective effect on distal tubule kidney
cells which are under the toxic influence of the sodium oxalate and is thus presented as a

potentially useful therapy in the treatment of urolithiasis.

Key words: arginine; kidney; nephrologhy; urolithiasis.
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