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1.1. Urolitijaza

Urolitijaza, tj. mokra¢na kalkuloza oznacava prisutnost kamenaca u urinarnom traktu
(sabirnim tubulima, ¢asicama ili nakapnicama bubrega i/ili mokraénom mjehuru). Predstavlja
tre¢u najceScu bolest urinarnog trakta ljudi, nakon infekcija mokra¢nog sustava i bolesti
prostate. Podatci razli¢itih studija ukazuju da od urolitijaze boluje 5 — 15 % opce svjetske
populacije. Sama je bolest ¢es¢a kod muskaraca, u trecem i Cetvrtom desetljecu Zivota, u
pretilih osoba, kao i kod onih koji konzumiraju vise hrane zivotinjskog podrijetla (1). Postoji
genetska predispozicija za obolijevanje s obzirom na to da potomci roditelja s urolitijazom
Cesce 1 sami obolijevaju. Kemijski proces stvaranja kamenaca odvija se u nekoliko faza i
ovisi o litogenim ¢imbenicima i inhibitorima kristalizacije (2, 3). VaZna je zasi¢enost
mokrace, njezin pH, prisutnost inhibitora kristalizacije i moguénost retencije nastalih kristala.
U prezasi¢enoj mokraci u kojoj je koncentracija soli nadmasila granicu njihove topljivosti,
dogada se spontana nukleacija kristala. Na takav nacin potice se stvaranje buduceg kamenca.
Slijedi agregacija (koju spre¢avaju inhibitori magnezij, citrat, pirofosfat, peptidi), daljnji rast

kristala i kona¢no nastanak kamenca (4, 5).

1.2. Vrste i velicina kamenca

Mokraéni kamenci obi¢no se klasificiraju prema mjestu u bubregu (nefrolitijaza),
ureteru (ureterolitijaza) ili mokra¢nom mjehuru (cistolitijaza) ili prema kemijskom sastavu
(kalcijski, struvitni, kamenci mokraéne kiseline ili drugih spojeva). Veli¢ina kamenca obi¢no
se navodi u milimetrima (mm) koriste¢i jednodimenzionalne ili dvodimenzionalne mjere (6,

7).

1.2.1. Kalcijska litijaza

Oko 80 % svih kamenaca nastalih u mokra¢nom sustavu covjeka cine Kalcijski
kamenci. Ce3é¢e se javlja kod muskaraca u dobi od 20 do 30 godina. Uzrokovani su
hiperkalcijemijom uslijed hiperparatireoidizma, viska vitamina D i/ili kalcija u prehrani, kao i

nuspojava primjene pojedinih diuretika, kostane resorpcija uslijed imobilizacije ili drugih
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razloga i hiperkalciurijom ve¢om od 7,5 mmol/24 h urinu, pri ¢emu se, neovisno o pH,
obaraju kalcijski kamenci. U oko 5 % bolesnika s kalcijskom litijazom u podlozi je primarni

hiperparatireoidizam (2, 8, 9).

1.2.2. Oksalatna litijaza

Oksalatna litijaza rijetko je primarna, a ¢eS¢e sekundarna uz povecanu crijevnu
resorpciju oksalata. Kalcij se u crijevu spaja s oksalatom i izlucuje stolicom, no ako se radi o
manjku kalcija, povecava se crijevna resorpcija oksalata, koji se tada izluc¢uje mokrac¢om i ne
kristalizira u prisutnosti magnezija kao inhibitora. Medutim, pri hipersaturaciji i/ili manjku

inhibitora slijedi kristalizacija i stvaranje oksalatnih kamenaca (2, 7).

1.2.3. Uri¢na litijaza

Oko 5 — 8 % svih bolesnika s urolitijazom ima kamence gradene od mokraéne
kiseline, koja nastaje u organizmu kao krajnji razgradni produkt purina. Takva vrsta kamenca
¢es¢e se javlja kod muskaraca nego kod Zena. Pacijenti koji se podvrgavaju kemoterapiji
skupina su visokog rizika za razvoj uriéne litijaze (10). Povecan egzogeni unos
nukleoproteina ili pojacano endogeno stvaranje (mijeloproliferacijske bolesti, lijecenje
citostaticima, antituberkuloticima) urata uz dehidraciju i trajno kiseli pH urina koji smanjuje
njihovu topljivost pridonose stvaranju uriéne litijaze. Cesto su uratni kamenci prvi znak gihta

u bolesnika (8, 11).

1.2.4. Cistinska litijaza

Ona se javlja u bolesnika koji boluju od cistinurije, nasljedne bolesti koja pogada oba
spola. Rijetka je, recesivno nasljedna i na nju otpada 1 — 2 % svih slucajeva. Radi se 0
nasljednom poremecaju transporta pojedinih aminokiselina medu kojima 1 cistina u
proksimalnom bubreznom tubulu i crijevnoj sluznici. Neresorbirani cistin izluCuje se

mokracom (2, 12).
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1.2.5. Struvitna (,,upalna®) litijaza

Obicno se formira kod Zena koje pate od infekcija mokra¢nog sustava. Ta vrsta
kamenaca moze postati vrlo velika. Dogada se u inficiranoj mokra¢i pod utjecajem
urealitiCkih bakterija (Serratia marcescens, Providentia spp., Proteus mirabilis) koje cijepaju
ureu na NHs, CO; i H,O troseci vodikove ione i alkaliziraju¢i mokracu (7, 10). U alkalnom
mediju uspjes$no rastu odljevni kamenci struvita (magnezij — amonij pirofosfata) izgledom
nalik na jelenje rogove. Kako je infekcija uvijek u podlozi tog tipa litijaze, njezinim se
lijeCenjem prekida zatvoreni krug uzastopnih infekcija, tj. uvjeta za sprje¢avanje razvoja

kamenca (3, 7).

1.3. Etiologija

Stvaranje bubreznih kamenaca (kalculogeneza) slozen je i multifaktorski proces koji
ukljucuje unutarnje kao $to su dob, spol i nasljednost i vanjske ¢imbenike kao §to su

geografija, klima, prehrana, mineralni sastav i unos vode.
Rizi¢ni ¢imbenici povezani s formiranjem bubreznih kamenaca:

Zivotne navike i prehrambeni, tj. nutritivni ¢imbenici kao §to su prekomjerni unos
zivotinjskih bjelan¢evina i soli te nedostatak kelatnih sredstava poput citratnih, vlaknastih i

alkalnih namirnica.

Metabolicki poremecaji metabolizma kao §to su hiperkalciurija, hipocitraturija,

hiperoksalurija, hiperurikozurija i povijest gihta (defektni metabolizam mokracne kiseline).

Hiperkalcemijski poremecaji: primarni hiperparatireoidizam 1 drugi poremecaji

metabolizma kalcija.

Sastav urina: prekomjerno izlu¢ivanje promotora urinarne Kristalizacije i smanjeno

izlu¢ivanje inhibitora (nedostatak inhibitora u urinu).
Niska koli¢ina urina: neadekvatan unos vode (dehidracija i prezasi¢ena mokraca).

Ponavljaju¢e infekcije mokra¢nog sustava: abnormalnosti pH mokrace 1 alkalizacije

urina bakterijskom ureazom (kao $to je Proteus mirabilis).
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Genetska sklonost, tj. nasljedni poremecaji: obiteljska povijest kamenaca (geneti¢ka
osjetljivost), genetske monogene bolesti (pojedina¢ni abnormalni poremecaji gena na

autosomima), bubrezna tubularna acidoza.

Anatomske abnormalnosti: ¢imbenici kao Sto su defekti, medularni spuzvasti bubreg,
stenoza uretropelviénog ¢vora, dupliciranje pielouretera, policisticna bubrezna bolest i bubreg

u potkovama.

Klimatske promjene (globalno zatopljenje), zanimanje, zemljopisni uvjeti i sezonske

varijacije (visSe ljeti nego zimi).
Upalna bolest crijeva i druge crijevne malapsorpcije ili pridruZena bolesna stanja.
Nepostojanje crijevnih bakterija koje razgraduju oksalate.

Litogenetski lijekovi: kao $to su indinavir (Crixivan), inhibitor proteaze, sulfonamidi
(sulfadiazin), urikosurni agensi, koji imaju nisku topljivost i poticu stvaranje kamenaca i

ceftriakson (visoka doza dulje vrijeme) (13, 14).

1.4. Dijagnoza

Dijagnoza se temelji na povijesti bolesti pacijenta, klinickom pregledu i na potrebnim
laboratorijskim i slikovnim probirnim testovima. Povijest i klinicki pregled postavljaju
sumnju na litijazu urologu, a dijagnosticki testovi imaju za cilj potvrditi dijagnozu, istraziti
funkcionalnost i morfologiju mokraénog sustava te identificirati potencijalne etioloSke
¢imbenike koji mogu biti uklju¢eni u formiranje kamena. Probni testovi potrebni za

ispitivanje urolitijaze podijeljeni su na slikovne i laboratorijske testove (2, 15).

1.4.1. Slikovni testovi probira

Rendgenski pregled bubrega, uretera i mokra¢nog mjehura (engl. KUB X-ray) uocava
oko 80 — 90 % kamenaca. Medutim, postoje kamenci (poput kamenca mokraéne kiseline)

koji nisu vidljivi s KUB rendgenskim zra¢enjem (engl. kidney, ureter, and bladder X-ray).

Ultrazvuk urinarnog trakta pruza informacije o prisutnosti opstrukcije (hidronefroza) i

moze pratiti kamence koji se nalaze u bubregu ili mokra¢nom mjehuru, ali ne i u ureteru.
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Intravenska urografija ili pijelografija pokazuje to¢nu lokaciju kamenca, kao i sve
anatomske abnormalnosti koje mogu postojati i predodreduju formiranje kamena. Takoder je

koristan za procjenu funkcionalnosti bubrega i stupanj hidronefroze.

Kompjutorizirana tomografija, tj. CT bez kontrastnog sredstva je u dana$nje vrijeme
selekcijska metoda koja se koristi u vecini uroloskih centara za istrazivanje urolitijaze jer je
dijagnostic¢ki superiorna intravenskoj urografiji i omogucuje snimanje renalne anatomije u

visokoj rezoluciji (16, 17).

1.4.2. Laboratorijska ispitivanja

Op¢i test urina (analiza urina): U urinu su obi¢no crvene krvne stanice (eritrociti), a

ponekad postoje i elementi infekcije mokra¢nog sustava.

Biokemijska analiza krvi: Mjerenje ureje, kreatinina, mokraéne kiseline 1 kalcija u

serumu.

Parathormon (PTH): Hormon koji lu¢e paratireoidne Zlijezde, mjeri se u slu¢ajevima
visokih vrijednosti kalcija jer moZe postojati prekomjerna funkcija Zlijezda koja doprinosi

stvaranju kamenca.

24-satno sakupljanje urina: Cilj je utvrditi metabolicko stanje pacijenta radi
identificiranja svake potencijalne metabolicke abnormalnosti koja bi mogla biti odgovorna za

formiranje kamenca.

Analiza kamenca: Nakon S$to se kamenac ukloni, analizira se u specijaliziranim
laboratorijima kako bi se identificirala vrsta kamenca i poduzele odgovaraju¢e mjere koje su

potrebne za smanjivanje moguénosti ponovnog pojavljivanja urolitijaze i recidiva (17-19).

1.5. Lijecenje

Prvi korak u lijeCenju predstavlja olaksanje boli. Tijekom faze jake boli (bubrezna
kolika), primjenjuju se posebni farmaceutski agensi za oslobadanje pacijenta od boli. Ti
agensi dolaze u obliku za injekcije nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAD) koji djeluju

kao sredstva za ublazavanje bolova i smanjuju lokalni edem. Ako se bol nastavi, mogu se
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primijeniti jaci analgetici, kao $to su opioidni analgetici (3, 20). Za prevenciju daljnjih napada
bubreznih kolika, oralni NSAD se daje 7 dana te se moze primijeniti i inhibitor adrenergickih
receptora (obi¢no se daje muskarcima za hiperplaziju prostate). Hitna intervencija potrebna je
samo kod malog broja bolesnika, kad bol i dalje traje unato¢ farmaceutskom lijecenju,
opstrukcija osSte¢uje bubreznu funkciju te postoji infekcija mokraénog sustava s vruc¢icom

(18, 21).

Uklanjanje kamenca ovisi o veli¢ini i polozaju u mokra¢nom sustavu. Kada je
kamenac manji od 1 cm i tretira se farmaceutski, u 70 % slucajeva ¢e se automatski povuéi
samostalno u razdoblju 4 — 6 tjedana. U ostalim slucajevima bit ¢e potrebna invazivna

terapija s ciljem fragmentacije i uklanjanja kamenca (11, 22).

1.5.1. Invazivne metode

Litotripsija ekstrakorporalnih udarnih valova (ESWL): Kamenac je razbijen
uporabom udarnih valova. Obi¢no ga pacijent dobro podnosi i ima 90 % uspjeha. Medutim,

jos$ uvijek postoji kamenje koje se ne moze slomiti s ESWL-om.

Ureteroskopija i intrakorporalna litotripsija: Koristi se za uklanjanje kamenaca
smjeStenih u ureteru. Ureteroskop se umetne kroz uretru u ureter dok se ne lokalizira kamen i

uklone njegovi fragmenti. Najmodernija je metoda laserska litotripsija (23, 24).

Perkutana nefrolitotripsija (PNL): Primjenjuje se za uklanjanje velikih i/ili gustih
bubreznih kamenaca koji se ne razbijaju s ekstrakorporalnom litotripsijom. Nefroskop se
ubacuje kroz kozu u bubreg, lokalizira kamen 1 razbija ga upotrebom posebnih ultrazvu¢nih

ili balisti¢kih naprava.

Otvorena kirurgija: Danas se koristi samo za vrlo malo odabranih slucajeva (16, 24).

1.6. Kofein

Kofein (1,3,7-trimetilpurin-2,6-dion (IUPAC), trimetilksantin) je alkaloid ksantina
(slika 1.). Nalazi se u listovima, sjemenkama i plodovima biljaka, poput kave, guarane i ¢aja i
takoder se koristi kao farmakolosko sredstvo (25). Najvazniji farmakoloski u¢inak kofeina je

stimulans srediSnjeg Ziv€anog sustava, povecava budnost i stvara uznemirenost. Takoder
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opusta glatku muskulaturu, stimulira sr¢ani misi¢, stimulira dijurezu i1 ¢ini se korisnim u
lijeCenju nekih vrsta glavobolje (26, 27). Uoceno je nekoliko djelovanja kofeina na stanicu,
ali nije sasvim jasno kako svako od njih doprinosi njegovom farmakoloskom profilu. Medu
najvaznijima su inhibicija ciklickih nukleotida fosfodiesteraza, antagonizam adenozinskih
receptora i modulacija upravljanja unutarstani¢nim kalcijem. Kohortne studije pokazale su da

je konzumacija kofeinskih pi¢a povezana s nizim rizikom od bolesti bubreznih kamenaca (28,

29).

CHs
N @)
M
N
/ ~CH3
HC

Slika 1. Strukturna formula kofeina

1.7. Glutation (GSH)

Glutation (GSH) je tripeptid koji se sastoji od glicina, cisteina i glutaminske Kiseline
(slika 2.). Ima ulogu antioksidansa te je prisutan u svim tkivima. Dodatno detoksifikacijsko
djelovanje ima zbog svojstva konjugacije s odredenim spojevima koje doprinosi njihovoj
eliminaciji (30).

oA Lﬁ¢

Slika 2. Strukturna formula glutationa

Sinteza glutationa u stanicama odvija se posredstvom enzima glutamat-cistein-ligaze

¢ijim se djelovanjem glutamat i cistein spajaju u dipeptid y-glutamilcistein. Enzim glutation-

7
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sintetaza dodaje glicin na nastali dipeptid Cime nastaje tripeptid glutation. Povecana

proizvodnja glutationa sprijecena je mehanizmom negativne povratne sprege (31).

Glutation je prisutan u dva oblika: reduciranom (GSH) i oksidiranom (GSSG). Iz
njihovog omjera moguée je dobiti podatke o oksidacijskom stanju stanice. Reducirani
glutation (GSH) glavni je slobodni tiol u vecini stanica zivih bic¢a i1 ukljuen je u mnoge
bioloSke procese (detoksikacija ksenobiotika i uklanjanje hidroperoksida). Glutation je
prisutan unutar stanica uglavnom u reduciranom obliku (90 — 95 % ukupnog glutationa).
Oksidacija glutationa dovodi do stvaranja glutation disulfida (GSSG). U vecini je stanica
omjer GSH-a prema GSSG-u veci od 500 (32).

Unutarstani¢ni GSH status osjetljiv je pokazatelj ukupnog zdravlja stanice i njegove

sposobnosti da se odupre toksi¢nom izazovu (31, 33).



2. HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

Primjena kofeina sprjeCava nastanak kristalizacije kalcijevog oksalatnog monohidrata

u stani¢énom modelu oksalatne urolitijaze proksimalnih bubreznih tubula — MDCK tip I.



3. CILJ

3. CILJ

Ciljevi su ovog istrazivanja utvrditi toksi¢ni uéinak kalcijevog oksalata u razli¢itom
razdoblju izloZenosti na epitelnim stanicama proksimalnih bubreznih tubula stani¢nog tipa
MDCK tip I. Takoder, procijeniti u¢inkovitost razli¢itih koncentracija kofeina u zaustavljanju
kristalizacije kalcijevog okslata u stanicnom modelu oksalatne urolitijaze proksimalnih
bubreznih tubula te izmjeriti koncentraciju glutationa (GSH) u epitelnim stanicama
proksimalnih bubreznih tubula stani¢nog tipa MDCK tip | nakon tretmana kalcijevim

oksalatom i kofeinom.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Studija je napravljena u obliku randomiziranog kontroliranog pokusa (33).

4.2. Materijali

Od kemikalija koristen je kalcijev oksalat (Sigma - Aldrich) te kofein (Sigma).
Stani¢na kultura koja se koristila je Madin - Darby canine kidney cells podtipa | (MDCK TIP
). Roditeljski MDCK stani¢ni tip izoliran je iz zdravoga, odraslog koker Spanijela (34).
Stani¢na linija je dar iz laboratorija prof. dr. sc. Carla Verkoelena s UroloSke klinike Erasmus
medicinskog centra u Rotterdam. Stanice su uzgajane u Dulbeccovom modificiranom Eagle
mediju (DMEM) uz dodatak 10 % fetalnog govedeg seruma (FBS) te 1 %-tne otopine
antibiotika/antimikotika (Thermo Fisher Scientific INC, Waltham, MA) (35).

4.3. Metode

Sav rad sa stanicama odrzavan je pod digestorom klase II za rad sa stani¢nim
kulturama s jednosmjernim horizontalnim protokom zraka prema van radi sigurnijih i
asepti¢nih uvjeta rada, uz koriStenje rukavica te sterilizacije povrSina, koriStenog pribora i

unoSenih predmeta.

4.3.1. Protokol za stvaranje kristala kalcijevog oksalata

Prireden je pufer koji sadrzi 10 mM Tris - HCI i 90 mM NaCl pri pH 6,5. Prvo je
odvagan Tris - HCI, zatim NaCl te je stavljeno u odmjernu tikvicu. Dodana je destilirana
voda i stavljena magnetska ploCica za mijeSanje. Pripremljene su dvije otopine, otopina
NaOH i HCI koja je stavljena u menzuru te zatim nadopunjena destiliranom vodom. NaOH
zbog svoje luznatosti koristi se kao pH regulator, a HCI zbog svoje kiselosti takoder sluzi pri
kontroli pH otopina. Nakon $to je priredena otopina i prethodno izvrSena kalibracija
elektrode, postavljena je elektroda u otopinu u kojoj mjerimo pH. Dodaje se kiselina (HCI) ili

baza (NaOH) po potrebi kako bi se postigao zZeljeni pH 6,5. NamjeStanje i oCitavanje pH

11
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vrijednosti izvrSilo se staklenom elektrodom na pH metru HANNA. Mehani¢ko mijeSanje
omogucéeno je magnetskom ploCicom za mijeSanje. Kada je zavrSeno mjerenje, vadi se
elektroda iz otopine te njezno uklanja voda osobito oko vrha elektrode. Priredena otopina

odrzava se na 37 °C.

Dodan je CaOx koncentracije 5 mM u bazi¢ni pufer Tris — HCI. Napravljene su 8 x i
80 x koncentriranije otopine CaOx i Tris — HCI pufera. Rezultirajuc¢a bijela mutna otopina
mijesana je na 150 rpm tijekom 24 sata na sobnoj temperaturi i ostavljena bez drmanja da bi
se kristali usporili. Nakon 24 sata centrifugirano na 3000 rpm 5 minuta na centrifugi.
Odbacen je supernatant, a kristali sakupljeni. Nadalje, obavljeno je resuspendiranje kristala u
metanolu te centrifugirano na 3000 rpm 5 minuta na centrifugi. Metanol je uklonjen te je

dekontaminacija odradena UV zra¢enjem tijekom 30 minuta prije uporabe.

Za ispitivanje toksi¢nosti kalcijevog oksalata (koji se prethodno pripremi prema ranije
opisanom protokolu), subkultivirane stanice uzgojene su u jednosloju u plocici sa Sest jazica.
Nakon uzgajanja stanica do pune konfluentnosti, ispran je medij i u svaku je jazicu dodan
sljede¢i sadrzaj: u kontrolnu jazicu stavljen je medij sa stanicama gusto¢e 4 x 10° st/ml, u
drugu jazicu stavljen je medij i 8 mM kristali kalcijevog oksalata (kao i u svakoj sljedecoj
jazici. U trec¢u jazicu stavljen je medij i kofein 1 mM koncentracije, a u etvrtu jazicu medij,
kristali kalcijevog oksalata te kofein u koncentraciji od 0,1 mM (najmanja koncentracija). U
petu jazicu stavljen je medij, kristali kalcijevog oksalata te kofein u koncentraciji od 1 mM te
u Sestu jazicu medij, kristali kalcijevog oksalata i kofein u koncentraciji od 10 mM (najveca
koncentracija). Stanice su inkubirane na 37 °C pri 5 % CO,te je svjetlosnom mikroskopijom
pracen broj kristala nakon 1 sat, 3 sata i 24 sata. Potom su nacinjene mikrofotografije
inverznim svjetlosnim mikroskopom uz sustav EVOS™ FL Color Imaging Systems (potpuno
integrirani, digitalni, inverzni sustav za snimanje za cetiri boje fluorescencije i primjene

prijenosne svjetlosti).

Drugi je dan sadrzaj svake jazice tripsiniziran prema protokolu za tripsinizaciju kao i
u ispitivanju toksi¢nosti te prebacen u tubice kojima je dodan medij, a zatim je odredeni
volumen prebacen u ependorfice i dodano tripan plavila (engl. trypan blue) boje radi bojanja
vijabilnih stanica u Neubauerovom hemocitometru pod svjetlosnim mikroskopom i srednjim

povecanjem (36-38).
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4.3.2. Mjerenje koncentracije ukupnog glutationa (tGSH)

Prvi dan pokusa, stanice MDCK tipa | nasadene su u koncentraciji 4 x 10° stanica po
mililitru medija u plo¢icu sa 6 jazica. U jazicu koja predstavlja kontrolu, dodana je srednja
vrijednost kofeina, a u svaku slijedecu jazicu dodan je kofein u rastu¢im koncentracijama (0,1
mM, 1 mM i 10 mM). Istovremeno, dodan je 8 mM Kkalcijev oksalat u sve jazice osim
kontrolne. Stanice su inkubirane preko noc¢i. Drugi dan promijenjen je medij u DMEM-u bez
FBS-a. Nakon inkubacije, tj. tre¢i dan pokusa, iz svih je jazica uklonjen medij, isprane su

PBS-om te su odlijepljene od povrsine uz pomo¢ gumene cell scraper za stani¢ne kulture.

Prezivljenje stanica odredeno je ekskluzijskim testom Trypan Blue (Sigma-Aldrich,
St. Louis, SAD) bojom u suspenziji uz pomocu Neubauerovog hemocitometra pod
svjetlosnim mikroskopom i srednjim povecanjem. Svi rezultati izrazeni su u odnosu na

kontrolnu skupinu koja je uzgajana isklju¢ivo u DMEM-u.

Koncentracija ukupnog glutationa (tGSH) izmjerena je spektrofotometrijski pomocu
komercijalno dostupnog kita (Glutathione Assay Kit, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
SAD), prema protokolu proizvodaca. Bioloski je uzorak najprije centrifugiran na 600 xg kako
bi se dobio pelet stanica na dnu tubice, uklonjen je supernatant te je dodana 5 % 5-
sulfosalicilna kiselina, a stanice su vorteksirane. Potom su stanice zamrznute i odmrznute dva
puta te su centrifugirane na 10000 xg 10 minuta. Supernatant je uklonjen i koristen za

mjerenje koncentracije GSH-a (39).

Mjerenje GSH-a koristi kineticko ispitivanje u kojem Kkataliticke koli¢ine (nmol)
GSH-a uzrokuju kontinuiranu redukciju DTNB-a (Ellmanov reagens) na TNB i formirani
GSSG reducira se pod utjecajem glutation reduktaze i NADPH-a. Reakcija za mjerenje
koncentracije GSH-a postavljena je u plocici s 96 jazica. Mjerenje GSH-a odradeno je prema
Sigma Aldrich protokolu (Glutathione Assay Kit, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, SAD),
inkubirano je tijekom 5 minuta te je dodana otopina NADPH-a multikanalnom pipetom.
Reakcija je izmjerena pomoc¢u iMarkTM Microplate Absorbance Reader (zuti produkt, 5-tio-
2-nitrobenzojeva kiselina (TNB)) na valnoj duljini 412 nm s kinetickim programom citanja

svake minute tijekom 5 minuta (33).

Dobiveni rezultati prikazani su kao postotak u odnosu na kontrolu, tj. u odnosu na

rezultate netretiranih stanica.
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4.4, StatistiCke metode

Dobiveni 1 prebrojani numeri¢ki podatci opisani su aritmeticCkom sredinom i
standardnom devijacijom te su dalje analizirani prema svome znacenju. Radi manjka
usporednih skupina u dobivenim rezultatima, statisticki testovi usporedbe nisu bili

primjenjivi (40).
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5.1. Ispitivanje djelovanja kofeina na kristale kalcijevog oksalata i stani¢ne linije
MDCK tip |

Stanice linije MDCK tip | tretirane su jednakim koli¢inama kristala kalcijevog
oksalata te kofeinom u rastu¢im koncentracijama. Rezultati jazice koja je sadrzavala samo
medij (slijepa proba) te rezultati jazice koja se sastojala samo od medija i kofeina u prikazu
rezultata su izostavljeni jer ne sadrze kristale kalcijevog oksalata. Nadalje, jazica koja se
sastojala od medija i kristala kalcijevog oksalata je prikazana na slici 3. Tablica 1. prikazuje

broj kristala kalcijevog oksalata nakon 1 h, 3 hi 24 h.

MDCK tip |

kristal CaOx stanica

Slika 3. Reprezentativna mikrofotografija stanica tretiranih kristalima kalcijevog oksalata

Tablica 1. Prikaz podataka o broju kristala kalcijevog oksalata u odnosu na rastucu

koncentraciju kofeina 2

Broj kristala CaOx

Stanice tretirane CaOx 325(1) 290 (3) 123 (24)
Stanice tretirane CaOx i 303 (1) 275 (3) 115 (24)
kofeinom (0,1 mM)
Stanice tretirane CaOx i 267 (1) 129 (3) 104 (24)
kofeinom (1 mM)
Stanice tretirane CaOx i 58 (1) 57 (3) 50 (24)

kofeinom (10 mM)

2 vrijeme inkubacije (h) prikazano je u zagradama
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5.1.1. Djelovanje kofeina u rastuéim koncentracijama na kristale kalcijevog
oksalata (nakon 1 h)

Nakon jednog sata inkubacije stanica testiranih u sklopu odredivanja utjecaja kofeina
na kristale kalcijevog oksalata, gdje su stanice bile izlozene jednakim koli¢inama Kristala
kalcijevog oksalata i rastu¢im koncentracijama kofeina, izbrojan je smanjen broj kristala u

jazicama (slika 4., 5. 1 6.) koji je korelirao s povecanjem koncentracije dodanog kofeina
(tablica 2.).

MDCK tip |
stanica

kristal CaOx

Slika 4. Reprezentativna mikrofotografija stanica tretiranih kristalima kalcijevog oksalata i
0,1 mM kofeinom nakon 1 sata

16



5. REZULTATI

MDCK tip |
stanica

kristal CaOx

Slika 5. Reprezentativna mikrofotografija stanica tretiranih kristalima kalcijevog oksalata i

1 mM kofeinom nakon 1 sata

MDCK tip |

kristal CaOx )
stanica

Slika 6. Reprezentativna mikrofotografija stanica tretiranih kristalima kalcijevog oksalata i
10 mM kofeinom nakon 1 sata
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Tablica 2. Prikaz broja kristala kalcijevog oksalata u mediju s kofeinom razlicitih

koncentracija (nakon 1 h)

Broj kristala CaOx

Stanice tretirane CaOx 325
Stanice tretirane 303
CaOx i kofeinom (0,1 mM)
Stanice tretirane 267
CaOx i kofeinom (1 mM)
Stanice tretirane 58

CaOx i kofeinom (10 mM)

5.1.2. Djelovanje kofeina u rastuéim koncentracijama na Kkristale Kkalcijevog

oksalata (nakon 3 h)

Nakon tri sata inkubacije stanica tretiranih jednakim koli¢inama kristala kalcijevog
oksalata s rastu¢im koncentracijama kofeina, izbrojano je znatno smanjenje broja kristala u
jazicama U odnosu na broj kristala nakon jednosatne inkubacije (slika 7., 8. i 9.). Broj
izbrojanih kristala odgovara povecanju koncentracije dodanog kofeina te vremenu inkubacije

(tablica 3.).

kristal CaOx MDCK tip |

stanica

Slika 7. Reprezentativna mikrofotografija stanica tretiranih kristalima kalcijevog oksalata i

0,1 mM kofeinom nakon 3 sata
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MDCK tip |

kristal CaOx stanica

Slika 8. Reprezentativna mikrofotografija stanica tretiranih kristalima kalcijevog oksalata i

1 mM kofeinom nakon 3 sata

MDCK tip |
stanica

kristal CaOx

Slika 9. Reprezentativna mikrofotografija stanica tretiranih kristalima kalcijevog oksalata i
10 mM kofeinom nakon 3 sata

19



5. REZULTATI

Tablica 3. Prikaz broja kristala kalcijevog oksalata u mediju s kofeinom razlicitih

koncentracija (nakon 3 h)

Broj kristala CaOx

Stanice tretirane CaOx 290
Stanice tretirane 275
CaOx i kofeinom (0,1 mM)
Stanice tretirane 129
CaOx i kofeinom (1 mM)
Stanice tretirane 57

CaOx i kofeinom (10 mM)

5.1.3. Djelovanje kofeina u rastué¢im koncentracijama na Kkristale kalcijevog
oksalata (nakon 24 h)

Najveca razlika u broju kristala kalcijevog oksalata u jazicama Sa stanicama tretiranim
jednakim koli¢inama kristala kalcijevog oksalata s rastu¢im koncentracijama kofeina vidljiva
je nakon 24-satne inkubacije. Izbrojan je smanjen broj kristala u jaZicama u odnosu na broj
kristala nakon jednosatne i trosatne inkubacije (slika 10., 11. i 12.). U tablici 4. je prikazano
znacajno smanjenje broja kristala kalcijevog oksalata proporcionalno s povecanjem

koncentracije kofeina te vremenom inkubacije.

MDCK tip |

kristal CaOx stanica

Slika 10. Reprezentativna mikrofotografija stanica tretiranih kristalima kalcijevog oksalata i

0,1 mM kofeinom nakon 24 sata

20



5. REZULTATI

kristal CaOx
MDCK tip |

stanica

Slika 11. Reprezentativha mikrofotografija stanica tretiranih kristalima kalcijevog oksalata i

1 mM kofeinom nakon 24 sata

MDCK tip |

kristal CaOx )
stanica

Slika 12. Reprezentativha mikrofotografija stanica tretiranih kristalima kalcijevog oksalata i

10 mM kofeinom nakon 24 sata
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Tablica 4. Prikaz broja kristala kalcijevog oksalata u mediju s kofeinom razlicitih

koncentracija (nakon 24 h)

Broj kristala CaOx

Stanice tretirane CaOXx 123
Stanice tretirane 115
CaOx i kofeinom (0,1 mM)
Stanice tretirane 104
CaOx i kofeinom (1 mM)
Stanice tretirane 50

CaOx i kofeinom (10 mM)

5.1.4. Djelovanje kofeina u rastu¢im koncentracijama na stanice linije MDCK tip

U ispitivanju utjecaja kofeina na epitelne stanice proksimalnih bubreZnih tubula
stani¢nog tipa MDCK tip I, stanice su izlozene kalcijevom oksalatu te kofeinu u rastu¢im
koncentracijama. Jazica u kojoj se nalazio samo medij i kristali kacijevog oksalata te jazica
koja je sadrzavala medij i kofein u odredenoj koncentraciji (srednja vrijednost) su
izostavljene iz prikaza rezultata zbog isklju¢enosti istovremenog utjecaja kofeina i kalcijevog

oksalata na stanice.

Nakon kraja 1-satne, 3-satne i 24-satne inkubacije te daljnje obrade stanica u
jazicama, sadrzaj svake jazice prebacCen je u Neubauerov hemocitometar te su uz pomoc
njega prebrojane vijabilne stanice pod svjetlosnim mikroskopom (srednje poveéanje). Broj
vijabilnih stanica u jaZicama korelirao je s povecanjem koncentracije dodanog kofeina.
Najvec¢i broj uocen je u jazicama s najvecom koncentracijom dodanog kofeina u svim

mjerenjima. Rezultati su prikazani u tablici 5.

22



5. REZULTATI

rastuéu koncentraciju kofeina i prisutnost kalcijevog oksalata

Broj stanica / ml

Netretirane stanice 125x10°(1)  12,0x10°(3) 11,0 x 10° (24)
Stanice_ tretirane CaOx i 5,1 x 10° (1) 5,3 x 10° (3) 5,0 x 10°(24)
kofeinom (0,1 mM)
Stanice tretirane CaOX | 5,3 x 10° (1) 5,0 x 10° (3) 5,0 x 10°(24)
kofeinom (1 mM)
Stanice tretirane CaOX | 7,5 x 10° (1) 7.0 x 10°(3) 7.0 x 10° (24)
kofeinom (10 mM)

2 vrijeme inkubacije (h) prikazano je u zagradama

5.2. Mjerenje koncentracije ukupnog glutationa (tGSH)

Mjerenjem ekspresije tGSH-a na tretiranim stanicama, dobiveni rezultati ukazali su na
veéi postotak izrazenog ukupnog glutationa u stanica tretiranih kofeinom uz dodatak
kalcijevog oksalata (78,53 — 90,73 %), nego u stanicama tretiranima iskljucivo kofeinom, bez
dodatka kalcijevog oksalata (67,92 %), a manje od u potpunosti netretiranih stanica, gdje je

postotak izrazaja potpun (100 %) te od stanica tretiranih samo kalcijevim oksalatom (99,69
%). Rezultati su prikazani na slici 13. i tablici 6.
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Slika 13. Prikaz odnosa postotka ekspresije tGSH-a nakon dodanog kalcijevog oksalata i

rastuce koncentracije kofeina
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5. REZULTATI

Tablica 6. Prikaz odnosa aritmeticke sredine, standardne devijacije i postotka ekspresije

tGSH-a na tretiranost stanica kalcijevim oksalatom i kofeinom

Ekspresija tGSH-a /

Aritmeticka Standardna } .
sredina devijacija netretirane stanice
(%)
Netretirane stanice 0,3884 0,0002121 100
Stanice tretirane 0,3872 0,001485 99,69
CaOx
Stanice tretirane
kofeinom 0,2638 0,003967 67,92
(1 mM)
Stanice tretirane
CaOx i kofeinom 0,3050 0,000636 78,53
(0,2 mM)
Stanice tretirane
CaOx i kofeinom 0,3524 0,000141 90,73
(1 mM)
Stanice tretirane
CaOx i kofeinom 0,3153 0,002687 81,18

(10 mM)
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LijeCenje simptomatskih bubreznih kamenaca evoluiralo je od otvorene kirurske
litotomije do minimalno invazivnih endouroloskih tretmana, §to je dovelo do smanjenja
morbiditeta bolesnika i bolje kvalitete Zivota. Prevencija recidiva zahtijeva intervencije u
ponasanju i prehrani, kao 1 farmakoloske tretmane koji su specifi¢ni za vrstu kamenca.
Postoji velika potreba za prevencijom recidiva koja zahtijeva bolje razumijevanje
mehanizama ukljuc¢enih u formiranje kamenca kako bi se olaksalo razvijanje uinkovitijih

lijekova (41, 42).

Ucinci kofeina na bubreg istraZzeni su u brojnim istrazivanjima (43-45). Kako se
kofein uobicajeno i svakodnevno konzumira Sirom svijeta, to moze biti preventivna strategija
smanjenja pojave novih i rekurentnih bubreznih kamenaca u buducnosti. lako je otkrivena
jaka povezanost izmedu unosa kofeina i smanjenja pojave bubreznih kamenaca, zaStitni

mehanizmi ostali su nepoznati i nisu bili prethodno istrazeni (46).

U nasem istrazivanju uo¢eno je proporcionalno smanjenje broja kristala kalcijevog
oksalata s porastom dodane koncentracije kofeina kao $to prikazuju i istrazivanja Ferrara i
sur. u studiji gdje je pronadena znaCajna povezanost izmedu unosa kofeina i rizika od
nastanka bubreznih kamenaca u sve tri kohortne studije, tj. grupa za pracenje zdravstvenih
struénjaka (HPFS) i studija zdravstvene skrbi (NHS I i I1). S ukupno 200 000 sudionika
otkriveno je da je konzumacija pic¢a u kojima je prisutan kofein povezana s 26 — 31 % nizim
rizikom od bolesti bubreznih kamenaca. Osim toga, kava bez kofeina, koja je sadrzavala
znatno manju koli¢inu kofeina u kavi (do 8,4 %), takoder bi mogla smanjiti incidenciju

bolesti bubreznih kamenaca, ali s nizim stupnjem (za 16 %) (46-48).

Analiza povezanosti izmedu unosa kofeina i nastanka kamenaca u podskupini
sudionika s niskim ili nikakvim unosom kofeina, pokazuje da je, barem u jednoj od triju
analiziranih skupina, inverzna povezanost jo§ uvijek znacajna. U prethodnim istrazivanjima
uocen je manji rizik od nastanka bubreZnih kamenaca za napitke s kofeinom (kava 1 ¢aj), kao
i za kavu bez kofeina (47). Sveukupno, ovi rezultati ukazuju na to da povezanost moze biti
uzrokovana kofeinom, kao i drugim komponentama tih napitaka, za koje se, na primjer,
pokazalo da imaju antioksidativna i protuupalna svojstva. Kava, na primjer, bogata je
magnezijem, Sto bi moglo smanjiti rizik od nastanka kamenca, ali dokaz za povezanost unosa
magnezija i rizik od nastanka kamenaca kontroverzan je i ranije nije uoCena znacajna

povezanost izmedu unosa magnezija i rizika od nastanka kamenaca u tim kohortama (28, 49).
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Veliki broj sudionika omogucio je da se ispita povezanost uzoraka s niskim ili
nikakvim unosom kave, §to omogucuje uvid u procjenu povezanosti izmedu kofeina i rizika
od nastanka kamenaca neovisan o drugim potencijalno aktivnim tvarima prisutnim u kavi
(46, 50).

Takoder, istrazivanje je imalo ograniCenja. Sastav kamenaca ispitivane populacije
pretezno je bio kalcijev oksalat. Kao i za sve opservacijske studije, analiza se ne moze baviti
utjecajem na rizik od promjene udjela kofeina u samom kamencu. Nadalje, jer su ukljuceni
samo sudionici bez povijesti bubreznih kamenaca, rezultati se mozda ne odnose na
ponavljajuc¢e formiranje kamenaca, iako bi moglo biti razumno ocekivati slicne povoljne
promjene u sastavu urina za tvorbu kamenca. Budu¢i da se kofein obi¢no i dnevno konzumira
Sirom svijeta, mozda je preventivna strategija izbora da ubuduce ublazi novu i ponavljajucu
incidenciju bubreznih kamenaca. Naposljetku, visi unos kofeina neovisno je povezan s

manjim rizikom od nastanka bubreznih kamenaca (28, 50).

Iz navedenog moze se zakljuCiti da kofein ima potencijalno zastitno i povoljno
djelovanje na tkivo bubreznih proksimalnih tubula uslijed povecane koli¢ine kalcija i
kalcijevog oksalata (51). Studija Peerapen i sur. dodatno dokazuje da kofein moze smanjiti
intracelularno skladistenje kalcija pove¢anjem izlucivanja kalcija, Sto rezultira translokacijom
aneksina Al iz apikalne membrane u citoplazmu i konacno smanjenje sposobnosti vezanja
kristala COM renalnih tubularnih epitelnih stanica. Navedeni in vitro podatci mogu djelomice
objasniti povezanost konzumacije kofeinskih napitaka s manjim rizikom od stvaranja
bubreznih kamenaca, §to mozZe dovesti do razvoja zaStitnih strategija za sprje€avanje bolesti

bubreznih kamenaca i njihovo ponavljanje (46).

Nadalje, glutation (GSH) je klju¢ni antioksidans koji takoder modulira razlicite
stani¢ne procese. U radu Tomislava Kizivata i sur. pracen je utjecaj antioksidansa L-arginina
na vijabilnost i razinu oksidativnog oStecenja te je provedena procjena oksidativnog oStecenja
stanica odredivanjem koncentracije glutationa (GSH) u stanicama. Ispitivanje je provedeno
pred-tretmanom stanica s trima razli¢itim koncentracijama L-arginina te je takoder pokazano
kako porast koncentracije L-arginina i vitamina E smanjuje razinu naknadno uzrokovanog
oksidativnog oStecenja mjerenu po razini ekspresije superoksid dismutaze (SOD),
osteopontina te koncentracije glutationa kao i kod ovog istrazivanja (39). Nadalje, vodeni
navedenim radom, u ovom istrazivanju ulogu antioksidansa imao je kofein te je pokazano da

su stani¢ne kulture s ve¢om koli¢inom dodanog kofeina dozivjele smanjeno oksidativno
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oStecenje i formiranje kristala dodanog kalcijevog oksalata. Ekspresija ukupnog glutationa
(tGSH) povecana je u uzorcima stanica koje su bile tretirane kofeinom proporcionalno s
njegovom koncentracijom, ukazujuéi time na postojeée pozitivno antioksidativno djelovanje
uslijed primjene kofeina. U skladu sa svime, dokazano je da je unutarstani¢ni GSH status
osjetljiv pokazatelj ukupnog zdravlja stanice i njegove sposobnosti da se odupre toksi¢nom

izazovu.

Takoder, ovo istrazivanje trebalo bi se nastaviti s ciljem razvoja farmakoloski
kompletnog lijeka. Mogué¢ je razvitak novih specificnih terapijskih opcija kofeinom u
prevenciji nastanka urolitijaze. Medutim, patofizioloski mehanizmi urolitijaze slozeni su,
uglavnom zato Sto predstavlja poligenski poremecaj. Dijetetski agensi igraju bitnu ulogu u
stvaranju mokra¢nog kamenca, a promjena prehrane moze smanjiti rizik od ponovne pojave
kamenca. Samom edukacijom pacijenata, praksom zdravog nacina Zivota i prevencijom te

ranom dijagnozom moguce je smanjiti ucestalost obolijevanja.
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7. ZAKLJUCAK

S ciljem provedenog istrazivanja primjene kofeina u sprjeGavanju nastanka
kristalizacije kalcijevog oksalatnog monohidrata u stanicnom modelu oksalatne urolitijaze
proksimalnih bubreznih tubula — MDCK tip | i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

— Kalcijev oksalat ima sposobnost uzrokovanja oksidativnog oStecenja s posljedi¢nim
odumiranjem stanica linije MDCK tip |

— Kofein ima potencijalnu sposobnost protektivnog uc¢inka s posljedi¢nim poveéanjem
vijabilnosti stanica proporcionalnim s porastom primijenjene koncentracije kofeina

— Glutation je pokazatelj zastitnog djelovanja kofeina na stanice proksimalnih
bubreznih tubula tretiranih kalcijevim oksalatom i kofeinom na nacin da prisutnom

ekspresijom pokazuje smanjenje oksidativnog opterecenja stanica.
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Cilj istrazivanja: Utvrditi toksi¢ni u¢inak kalcijevog oksalata u razli¢itom razdoblju
izloZenosti na epitelnim stanicama proksimalnih bubreznih tubula stani¢nog tipa MDCK tip I.
Nadalje, procijeniti u¢inkovitost kofeina u sprjeGavanju nastanka kristalizacije kalcijevog
okslata u stanicnom modelu urolitijaze te izmjeriti koncentraciju glutationa u epitelnim
stanicama proksimalnih bubreznih tubula stani¢nog tipa MDCK tip | nakon tretmana

kalcijevim oksalatom i kofeinom.
Nacrt studije: Strucna istrazivacka studija.

Materijali i metode: Od kemikalija koriSten je kalcijev oksalat (Sigma - Aldrich) te
kofein (Sigma). Koristena stani¢na kultura je Madin - Darby canine kidney cells podtipa |
(MDCK tip I). Stanice uzgojene u jednosloju u plocici sa Sest jazica te inkubirane do pune
konfluentnosti su tretirane kalcijevim oksalatom i kofeinom u odgovarajuéim
koncentracijama. Svjetlosnom mikroskopijom pracen je nastanak kristalizacije nakon 1 sata,
3 sata te nakon 24 sata. Koncentracija ukupnog glutationa izmjerena je spektrofotometrijski
pomoc¢u komercijalno dostupnog kita prema protokolu proizvodaca. PreZivljenje stanica
odredeno je ekskluzijskim testom Trypan Blue bojom u suspenziji uz pomo¢ Neubauerovog

hemocitometra pod svjetlosnim mikroskopom.

Rezultati: Nakon inkubiranja stanica s kristalima kalcijevog oksalata u razli¢itim
koncentracijama kofeina pokazano je kako kofein uzrokuje znac¢ajno smanjenje broja kristala
kalcijevog oksalata te znacajno povecéanje vijabilnosti stanica proporcionalno s pove¢anjem
njegove koncentracije. Nadalje, izmjerene koncentracije ukupnog glutationa pokazale su
smanjenje oksidativnog opterecenja stanica tretiranih s kofeinom i kalcijevim oksalatom u

odnosu na stanice tretirane samo kalcijevim oksalatom.

Zakljucak: Dokazan je protektivni ucinak kofeina na MDCK tip I stanice izloZene
toksi¢nom djelovanju kristala kalcijevog oksalata. Takoder, rezultati sugeriraju da je kofein

potencijalni antioksidans u sprije€avnju oksidativnog oSte¢enja stanica.

Kljué¢ne rijeci: glutation; kalcijev oksalat; kofein; MDCK tip I; urolitijaza
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Objectives: The aim of this study was to determine the toxicity of calcium oxalate at
different periods of exposure to epithelial cells of proximal renal cell types MDCK type I.
Furthermore, to evaluate the effectiveness of caffeine in the formation of calcium oxide
crystallization in the urolithiasis cellular model and measure the glutathione concentration in
epithelial cells of proximal MDCK type | cell carcinoma tubes after treatment with calcium

oxalate and caffeine.
Study design: Laboratory research study.

Materials and methods: Chemicals used included calcium oxalate (Sigma - Aldrich)
and caffeine (Sigma). The cell culture used in the study was Madin - Darby's canine kidney
cells subtype 1 (MDCK type ). Cells incubated to full confluence were treated with calcium
oxalate and caffeine at appropriate concentrations and incubated at 37°C at 5% CO, and light
microscopy followed the formation of crystallization after 1 hour, 3 hours, and after 24 hours.
The concentration of total glutathione (tGSH) was measured by spectrophotometry using a
commercially available kit (Glutathione Assay Kit, Sigma - Aldrich, Saint Louis, MO, USA),
according to the manufacturer’s protocol. Cell survival was determined by the exclusive
Trypan Blue (Sigma - Aldrich, St. Louis, USA) suspension dye using Neubauer's

hemocytometer under a light microscope.

Results: After incubating cells with calcium oxalate crystals at various caffeine
concentrations, caffeine has been shown to cause a significant reduction in the number of
crystalline calcium oxalate and significantly increase cell viability proportionally to increased
concentrations. Furthermore, measured total glutathione concentrations showed a decrease in
the oxidative load of the treated cells with caffeine and calcium oxalate compared to the cells

treated only with calcium oxalate.

Conclusion: The protective effect of caffeine on MDCK type I cells has been shown
to be toxic to the action of calcium oxalate crystals. Caffeine represents potential therapy in
the treatment of urolithiasis, i.e. a preventative substance for the production of kidney stones.
Also, the results suggest that caffeine is a potential antioxidant in the prevention of oxidative

cell damage.

Key words: caffeine; calcium oxalate; glutathione; MDCK type I; urolithiasis
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harmoni¢nog razvoja djece i mladih ,,DIRA RIJEKA®, ¢lanica Hrvatske udruge studenata

medicinsko laboratorijske dijagnostike - CMLDSA.
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11. ZIVOTOPIS

ORGANIZACIJSKE VJESTINE I KOMPETENCIJE

Smisao za organizaciju; sposobnost motiviranja suradnika na rad; koordiniranje ljudi

tijekom volontiranja u Udruzi DIRA, Rijeka.

TEHNICKE VJESTINE I KOMPETENCIJE

Vjestine rada u molekularno-genetickom laboratoriju; racunalne vjestine;
pretrazivanje baza podataka; vjeSto koriStenje Microsoft Office™ alatima; osnovno

poznavanje aplikacija grafickog dizajna (Adobe Illustrator™, PhotoShop™).

UMJETNICKE VJESTINE I KOMPETENCIJE

Vjesto pisanje i crtanje; smisao za umjetnicko izraZzavanje; bavljenje standardnim

plesom.

IZDANJA

Znanstveni rad: Nadalin, Sergej; Rebi¢, Jelena; Piragi¢, Nermina; Banovac,

Anamarija; Sendula Jengi¢, Vesna; Zaharija, Ira; Bureti¢-Tomljanovié, Alena

Ovisnost o nikotinu i klinicka ekspresija shizofrenije u hrvatskoj populaciji, Medicina
fluminensis 52 217-223 - 2016.
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