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SOUHRN

Cil studlie: Cilem studie bylo prostfednictvim prvkové analyzy konkrementd mocového traktu stanovit obsahy minoritnich
prvkd v nich, prokézat souvislosti mezi obsahem minerall a minoritnich prvkd, a tim posoudit, za jakych okolnostf Ize pouzit
mocové konkrementy k biomonitoringu toxickych/esencidlnich prvkd.

Typ studie: observacni

Material a metody: 489 vzork( mogovych konkrementti z CR bylo podrobeno mineralogické analyze infradervenou spektro-
metril a déle prvkové analyze s vyuZzitim hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Obsah prvk(
byl korelovan s obsahem minerdlli a déle byla provedena statisticka analyza obsaht prvkd u jednotlivych skupin minerald.
VWysledky: Metoda ICP-MS je vhodna jak pro stanoveni obsahu minoritnich prvkd, tak pro stanoveni obsahu majoritnich
prvkd, na jejichz zakladé je mozno dopoditat zastoupeni minerald. Byly zjistény asociace prvkd s fosforenanem vapenatym
(Na, Zn, Sr, Ba), struvitem (K, Rb) i rozdily v obsahu prvkd v konkrementech z whewellitu a kyseliny mocové.

Zavér: Mocové konkrementy Ize pouzit k monitoringu toxickych/esencidlnich prvkl v organismu, nicméné pro spolehlivé
hodnoceni viivu riznych Klinickych faktord (vék, pohlavi, stravovaci navyky apod.) na obsah minoritnich prvkd je prvoradé
stanoveni mineralogického slozeni konkrementu.

Kilicova slova: mocovy konkrement, mineralogicka analyza, prvkove slozeni

SUMMARY

Kuta J., Machat J., Benova D., Koristkova T.: Elemental analysis of urinary calculi

Objective: Quantification of minor elements in urinary calculi by means of elemental analysis, demonstration of the relations
between mineral and minor element contents and finally evaluation of applicability of urinary stones for biomonitoring of
toxic/essential elements.

Design: Observational

Material and Methods: 489 samples of urinary calculi from the Czech Republic was analyzed for mineralogical composition using
infrared spectrometry and further for content of elements using inductively coupled plasma — mass spectrometry (ICP-MS).
Element content was statistically correlated to mineral content and differentiated according to mineral composition.

Results: ICP-MS method is suitable for quantification of minor elements as well as for major elements, whose determination
enables calculation of mineral content. Two groups of elements including (Na, Zn, Sr, Ba) and (K, Rb) associate with calcium
phosphate and struvite minerals, respectively. Also different content of elements in whewellite and uric acid concrements
was confirmed.

Conclusion: Urinary stones can be used for monitoring of toxic/essential elements in the human body however mineralogical
analysis is crucial for credible assessment of the effect of clinical factors (e.g. age, gender, eating habits, etc.) on minor
element content.

Key words: Urinary calculi, mineralogical analysis, elemental composition

Uvod Phosphates

Urolitiaza je Casté onemocnéni projevuiici se patolo- Carbonate apafite Ca,(PO,,CO)(OH)
gickou mineralizaci mogového traktu. V Ceské repub- | Hydroxylapatite Ca,(PO,),(OH)
lice bylo s touto diagndzou v roce 2009 hospitalizo- | Brushite CaHPO,.2H,0
vano pres 22 tisic pacientl [1]. Nejcast&jSimi slozkami Struvite MgNH,PO,.6H,0
konkrementd mocového traktu jsou Stavelany vape- Other organic metabolites
naté (65,2 %) fosfore¢nany (18,3 %) a kyselina moco- Uric acid CHNO
va (8,7 %) [2]. Tyto slozky se mohou vyskytovat Jisté, 5 4 473
vétsinou vak tvorf smésné konkrementy. Pro léCbuma | Ammonium urate NH,CHN,O,
vyznam znalost mineralogického slozeni. Nejbézngjsi | Cystine C.H,,N,O,S,

slozky konkrementd uvadime v Tabulce ¢. 1.

Table 1: Common constituents of urinary stones

Oxalates
Whewellite Ca(C,0,).H,0
Weddellite Ca(C,0,).2H,0

Nejvyznamngjsimi kovy v mocovych konkrementech
jsou Ca a Mg. Od 70. let 20. stoleti se objevuje fada
praci, ve kterych je zkouman také vliv dalSich kovl na
vznik konkrementt. Zpravidla se tak déje prostrednic-
tvim stanoveni obsahu zajmového kovu Ci kovd v kon-
krementu. Poté jsou hodnoceny souvislosti mezi obsa-
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hem minoritniho kovu a vyskytem urolithiazy, pficemz
u nékterych prvkd byly pozorovany efekty podporujici
vznik urolitiazy (Fe, Cu), ale také efekty protektivni (Zn,
Mg) [3]. Zavery téchto studii vSak nejsou jednoznacné.

Hodnoceny byvaji také viivy Klinickych faktord na ob-
sah prvkd. Lze vychéazet z predpokladu, Ze mocové kon-
krementy jsou v permanentnim kontaktu s moci a docha-
zi zde k sorpci a pripadnému spolusrézeni prvkd s matrici
konkrementu. Podrobna analyza konkrementtl pak mdze
poukazat na profesni expozici uritému toxickému prv-
ku Ci na jeho zvySeny obsah v organismu, jako je tomu
kupfikladu u rtuti diky jejimu uvolfiovani z amalgamovych
plomb [4]. Mocové konkrementy Ize tedy pouzit pro mo-
nitorovaci UCely podobné, jako napfiklad krev ¢i moc [5].
Vyhodou pouziti mocovych konkrement( v monitorova-
cich studiich pak mdzZe byt fakt, ze odrazeji prijem prvk{
v delSim Sasovém intervalu ve srovnani s krvi & modi, po-
névadz konkrementy setrvavaji v mocovém traktu obvykle
meésice az roky do Iékarského zakroku.

V mnohych publikovanych pracich vSak neni bran
v potaz dal§i faktor, a to mozna asociace minoritniho
prvku s urcitym druhem minerdlu. Opakovang jiz byly
prokazany asociace nékterych minoritnich prvkl, napii-
klad Zn, Sr a Pb, s fosforeCnanovymi mineraly [3, 6, 7].
Vysledky dalSich praci, které hodnoti viiv mineralogické-
ho slozeni [3, 8, 9], koureni [10] &i geografického plvodu
[11, 12] na obsah minoritnich prvkd jsou tak zkresleng,
protoze mnohdy nizké obsahy fosfore€nanovych mine-
réld, Ci jejich pritomnost vibec, zcela ignorui.

Relevantni vysledky takovychto studii je mozno ziskat
pouze za predpokladu, Ze se vylouci viiv tohoto zaklad-
niho faktoru, respektive pokud v dal$im hodnoceni bude
vliv tohoto faktoru uvazovan. Minoritni obsahy minerald
v8ak unikaji pozormosti bézné pouzivanych metod mi-
neralogické analyzy (infraervena spektrometrie, polari-
zacni mikroskopie a rentgenova difrakce). Cilem prace
je a) demonstrovat pouzitelnost metody stanoveni mi-
noritnich obsah( fosfore¢nanovych minerald na zéklade
prvkové analyzy b) demonstrovat potfebu stanoveni niz-
kych obsaht minerald pro to, aby mohly byt zodpovédné
hodnoceny dalsi klinické faktory ¢) prezentovat obsahy
prvkd v konkrementech mocového traktu v CR a pouzi-
telnost mocovych konkrement( pro biomonitoring.

Material a metody

Vzorky

V préci bylo vyuzito 489 vzork( ziskanych v letech
2009-10 laboratofi, jez se specializuje na rutinni mine-
ralogickou analyzu konkrementt mocového traktu pa-
cientt v Ceské republice. Vzorky byly po odb&ru omyty
destilovanou vodou, ususeny na vzduchu a rozetfeny
v achatové tfeci misce. Na zakladé IRS analyzy byly
vybrany vzorky ze skupin whewellit, kyselina mocova,
apatit, struvit a jgjich smési.

Mineralogické slozeni

Obsah minerall byl stanoven metodou infraderve-
né spektrometrie s Fourrierovou transformaci (FTIR)
na pristroji Nicolet Avatar 360 FTIR (Thermo Scienti-

fic, USA) s vyuzitim softwaru Omnic (Thermo Nicolet
Corporation, USA). Vzorky byly analyzovany ve formé
tablet s bromidem draselnym.

Prvkové slozeni

Obsah zajmovych prvkd byl stanoven metodou
hmotnostni spektrometrie s induk&né vazanym plazma-
tem (Inductively Coupled Plasma - Mass Spectromet-
ry, ICP-MS) po rozkladu vzorku v HNO, + H,0, (25mg
vzorku + 2ml HNO, + 0,2ml H,0,) v PFA kadince na
topné plotné. Méreni obsahu prvkd na ICP-MS (Agilent
7500ce, Agilent Technologies, Japonsko) bylo prova-
déno s kolizni celou v He-mddu, aby byl minimalizovan
vliv polyatomickych interferenci na stanoveni. Metodou
ICP-MS byly stanoveny majoritni prvky Ca, P, Mg a mi-
noritni Na, Al, K, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se,
Rb, Sr, Zr, Mo, Cd, Sn, Sb, Ba, Pb. Z valida¢nich para-
metr( byla ovérena spravnost na sadé matricovych re-
ferenénich materiéld biologického a minerélniho plvo-
du, vytéznost na redlnych vzorcich s pfidavkem analytu
a opakovatelnost na sadé redlnych vzorka.

Vysledky a diskuse

U vS8ech zdjmovych prvkl byla validaci metodiky
prokazana vhodnost jeji aplikace pro analyzu moco-
vych konkrement(. Z daldiho vyhodnoceni byly vylou-
Seny prvky, u kterych je ve vétsiné vzork( stanoveny
obsah prvku pod mezi detekce Ci v jeji blizkosti (V, Cr,
Mn, Co, As, Zr, Sb, s mezemi detekce v rozsahu 0,01
- 0,1 mg.kg™, a Cu s mezi detekce 7 mg.kg™).

Mineralogicka analyza vzorkd konkrementt byla pro-
vedena na pristroji FTIR, nicnéné moznosti techniky FTIR
jsou limitovany pii spolehlivé kvantifikaci nizkych obsaht
minoritnich mineréll. Vzhledem k popsané asociaci né-
kterych prvk( s fosfore¢nanovymi minerdly je na misté
kvantifikace také nizkych obsaht fosfore¢nanovych mi-
nerdll. Proto byly stanoveny z tohoto pohledu vyznamné
majoritni prvky na ICP-MS (Ca, Mg, P). Na zakladé zna-
losti obsahu téchto prvk{ a z predpokladu o chemickém
sloZeni zastoupenych minerll je moZné ze stechiometrie
vypocitat jejich obsah. Obsah fosfore¢nan( hofe¢natych
Ize vyjadrit jako struvit, prakticky jediny fosfore¢nan horec-
naty, ktery se v konkrementech nachazi. Pfedpokladem
tedy je, Ze veskery hofCk ve vzorku je pritomen v tomto
minerdlu. Obsah fosfore¢nanovych minerdlli s obsahem
vapniku je pak mozno vyjadrit jako hydroxylapatit, vy-
pocteny z obsahu fosforu, jenz neni asociovan se stru-
vitem. Funk&nost metody, vyuzivajici takového vypoctu
pro stanoveni obsahu minerdlu (fosforeCnan vapenaty,
vyjadreny jako apatit) je demonstrovana v obr. 1. Roz-
ptyl vysledkd je dan jak limity na strané metody pocetni
(prftomnost jen uvazovaného mineralu), tak limity na stra-
né metody IRS (reprezentativnost vzorku konkrementu
vzhledem Kk jeho velikosti, homogenita tablety, problema-
tika spolehlivé kvantifikace slozek z IR spektra). Vzhledem
k nejistotam obou metod (cca 10% relativng) Ize pro-
hiasit, Zze vysledky stanoveni obsahu apatitu na zakladé
prvkového slozeni jsou v dobré shodé s vysledky mine-
ralogické analyzy metodou infralervené spektrometrie.
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Fig. 1. Ca-phosphate mineral content: Correlation between

FTIR and calculation based on ICP-MS data. Numbers in pa-

rentheses denote the slope of linear regression + standard

deviation.

Podobné Ize vypoditat obsah stavelan( vapenatych
(whewellit, weddelit) a kyseliny mocove, a to z obsahu
vapniku, jenz neni asociovan s fosforeCnanem vapena-
tym. Vzhledem k Sifeni chyb v tomto postupu vSak maji
obdrzené vysledky vetsi nejistotu (cca 20 % relativne).

Vzhledem k tomu, ze metodou ICP-MS je mozno
stanovit obsah fosforu, hof¢iku i vapniku v konkremen-
tech spolehlivé v rozsahu jiz od tisicin procenta, je mozno
timto zplsobem stanovit i velmi nizké obsahy fosfored-
nanovych mineral(, jenz unikaji FTIR analyze. Vypoctené
obsahy fosforeénan Mg a Ca jsou nasledné vyuzity pro
Zjisténi asociace minoritnich a stopovych prvkd s témito
minerdly prostfednictvim korela¢nich grafli (obr. 2 a 3).
V grafech jsou ze zajmovych prvkd uvedeny jen ty, které
vykazuji zfetelnou zavislost jejich obsahu v konkrementu
na obsahu fosforeCnanového mineralu. U dalSich kvan-
tifikovanych prvkd (Al, Fe, Ni, Cu, Se, Mo, Cd, Sn, Pb)
nebyla takova zavislost pozorovana.
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Fig. 2. Correlation between element content and calcium
phosphate mineral content.

Pomoci FTIR bylo ve vzorcich stanoveno nejméné
15 % struvitu a nejméne 5 % apatitu. Stanovenim majo-
ritnich prvk{ na ICP-MS a dopodtenim obsahu minerald
tak Ize vyhodnotit i obsah minerall pod témito hodno-
tami. Je v8ak otazkou, zda Ize i u nizkych dopoctenych
obsahl minerall spoléhat na pouzité aproximace (pfi-
tomnost veskerého prvku v jednom typu mineralu), &i
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Fig. 3. Correlation between element content and struvite
mineral content.

zda neni prvek (fosfor, hofCik) pfitomen v jiné formé,
napfiklad v organickych slou¢eninach (zejména fosfor).
Za relevantni Ize pouzité aproximace prohlasit u vzorkd
s dopodtenym obsahem minerall asi od 1 %.

V této skupiné vzorkd (> 1% fosfore¢nanového mi-
neralu) pak Ize spolehlivé pozorovat asociace minorit-
nich prvkd s minerdly. Bylo zji$téno, Ze ve vyznamné
mife dochazi k asociaci Na, Zn, Sr, Ba s fosfore¢na-
nem vapenatym (vyjadfenym jako apatit) a K a Rb se
struvitem. Tyto vysledky v podstaté potvrzuji asociace
jiz dfive popsané v nékterych pracich [3, 6, 7], kde je
zvySeny obsah prvkd vysvétlovan substituci vapniku,
respektive amonia, v krystalové mfizce mineralu.

DuleZité u takovych prvkd je, Ze i minimalini ob-
sah fosforeCnanového minerdlu (zejména apatitu) ve
whewellitovych konkrementech, ktery zlstava pti ana-
lyze na FTIR neidentifikovan nebo ve vyhodnoceni ig-
norovan, mdze ovlivnit jejich obsah. Pro vyhodnoceni
vlivu dalich faktor’ na obsah minoritniho prvku v kon-
krementu je tak nanejvys zadouci, aby byl i nizky ob-
sah fosfore¢nanového minerdlu kvantifikovan a zahrnut
mezi relevantni faktory.

Vzorky kyseliny mocové a whewellitu v analyzova-
ném souboru jsou zastoupeny prevazné cCistymi mi-
neraly (tj. metodou FTIR identifikované jako ,100 %").
Pro demonstraci pfipadné asociace prvkd s témito
dvéma typy mineral( tak neni forma korelacniho grafu
vhodna. V dalSim postupu tedy byly srovnavany roz-
dily mezi obsahem prvkd v téchto dvou skupinach dis-
tych minerald. Vzhledem k asociaci nékterych prvki
s fosfore€nanovymi minerdly by bylo korektni srovna-
vat obsahy takovych prvk{ v souborech whewellitu
a kyseliny mocové se stejnymi obsahy fosfore¢nan(
(tj. <0,5 % fosforeCnanu vapenatého a zaroven <0,2 %
struvitu). Reélné to vSak neni mozné, protoze takovy
je jenom 1 vzorek whewellitu. Ve whewellitovych kon-
krementech je vzdy vySSi obsah fosforu. Srovnavané
soubory tedy maji nasledujici obsahy fosfore¢nano-
vych mineral(:

Kyselina mocova: fosforeCnan vapenaty < 0,5 %, stru-
vit < 0,2%
Whewellit: fosforeCnan vapenaty < 3 %, struvit < 0,9%

228

Klinicka biochemie a metabolismus 4/2012



Table 2: Content of elements in samples of pure whewellite and uric acid stones

Element P | Mg [Na| K |[Fe[zn|se |Rb | sr| Mo | cd |[sn| Ba | Pb
% mg.kg™
l;‘rg;teotion 0.005 | 0.001 50 60 5 20 | 0.2 |0.05] 0.2 | 0.05 | 0.02 | 0.2 | 0.08 | 0.1
Whewellite stones (n=330)
Percentile 10% | 0.204 | 0.020 | 848 | 192 | 48 |<20| 0.3 |0.12|31.0| 0.20 | 0.06 |[<0.2| 040 | 2.0
Quartile 1 0.246 | 0.025 | 933 | 228 | 56 | 21 04 {014 (375 026 | 0.08 | 0.2 | 053 | 2.6
Median 0.288 | 0.031 | 1048 | 276 | 65 | 31 | 0.5 |0.17 | 459 | 0.34 | 012 | 0.6 | 0.73 | 3.6
Quartile 3 0.343 | 0.088 (1220 | 335 | 80 | 45 | 0.7 | 022|546 | 047 | 0256 | 1.3 | 1.11 4.8
Percentile 90% | 0.442 | 0.044 |1400| 388 | 103 | 63 | 1.0 {027 |67.8| 064 | 048 | 2.7 | 1.80 | 6.8
Uric acid stones (n = 108)
Percentile 10% | 0.007 | <0.001 | 164 | 202 | <5 |<20|<0.2|0.21 | <0.2 | <0.05|<0.02 | <0.2 | <0.08 | <0.1
Quartile 1 0.008 | 0.001 209 | 226 | <5 | <20| 0.2 |0.26 | <0.2 |<0.05|<0.02 | <0.2|<0.08 | <0.1
Median 0.012 | 0.001 320 | 287 5 |<20| 0.3 |0.34] 0.2 | 0.06 |<0.02|<0.2|<0.08| 0.1
Quartile 3 0.018 | 0.002 | 412 | 371 9 |<20| 04 |045] 04 | 0.09 |<0.02|<0.2| 012 | 0.1
Percentile 90% | 0.024 | 0.003 | 563 | 488 15124 | 05 055 0.6 | 0.14 | 0.05 | 0.2 | 0.29 | 0.3
Comparison of both mineral groups
Mann-Whitney
U-test <0.001 0.136 <0.001
probability
Whewellite/
Uric acid 24 31 3 1 18 | >2 2 0.5 | 229 6 >6 >3 >9 36
content

V Tabulce 2 jsou uvedeny obsahy prvkl v téchto
dvou skupinach konkrement( (10% a 90 % percentil,
horni a dolIni kvartil, median). VSechny prvky vykazuiji
vy$8i obsahy u whewellitovych konkrementd, s vyjim-
kou Rb a K. U kyseliny mocové jsou v naprosté vetsing
prvky pod mezi detekce, takze regulérni statistickeé srov-
nani vyznamnosti rozdilu v obsazich prvk( je problema-
tické. Pro prvky, jejichz obsahy jsou nad mezi detekce,
je poté proveden Mann-Whitney(v U-test (test vybérd,
zda pochazeji ze stejného zakladniho souboru).

Z tabulky a vysledkl statistickych testl tam, kde je
bylo mozné provést, vyplyva, ze v pripadé vsech prvkd,
s vyjimkou drasliku, jsou rozdily mezi skupinami kon-
krementl z whewellitu a kyseliny mocové vyznamné.
S vyjimkou rubidia a drasliku jsou obsahy vSech sledo-
vanych prvkl ve whewellitovych konkrementech vyssi.
Jde jak o v8echny prvky, které vySe prokazaly asoci-
aci s fosforeCnanem vapenatym (Na, Zn, Sr, Ba), tak
i 0 prvky, které tuto asociaci nevykazaly (Fe, Se, Mo,
Cd, Sn, Pb). Podobné tomu bylo také v pfipadé rtuti,
jez byla samostatné zpracovana v dali studii [4]. Zvy-
Sené obsahy prvkl ve whewellitovych konkrementech
oproti konkrementlim z kyseliny mocové tak nejsou
pravdépodobné zplsobeny jen pripadnou (oyt mini-
malni) primési fosforeénand vépenatych ve whewelli-
tech. Kyselina mocova zfejmé nema schopnost vazat
kovy do svoji struktury.

V pfipadé sodiku a drasliku je situace mime rozdina
— vzhledem K jejich podstatné vySsi koncentraci v mo-
Si (Na cca 150 mmol.I"", K 50 mmol.I") jsou obsaze-
ny v mocovych konkrementech obojiho druhu. Vyssi

obsah Na ve whewellitovych konkrementech odpovida
schopnosti vymény za Ca v krystalové miizce oxalatu.
Porovnani obsahti Na a K v kamenech a béznych kon-
centraci téchto prvkd v moci vSak napovidd, Ze v piipa-
dé drasliku dochazi u kamend z kyseliny mocové k jeho
obohaceni v matrici, podobné, jako je tomu u rubidia
(vySsi obsah v konkrementech z kyseliny mocCoveé). Pri-
dinou zde miZe byt koexistence mocanu amonného
v konkrementu spolu s kyselinou mocovou, kdy jsou
amonné ionty nahrazovany podobné velkymi ionty
drasliku &i rubidia. Stejnym mechanismem je vysvétio-
van vySSi obsah Ki Rb v pfipadé struvitu [7].

Zavér

Prvkova analyza konkrementi mocovych cest se
jevi jako vhodny nastroj pro studium dlouhodobého
pfijmu, respektive vyluCovani, toxickych a esencidlnich
prvkd organismem. Lze napt. srovnavat skupiny s riz-
nym geografickym ptvodem, zaméstnanim &i stravova-
cimi navyky. Nicméné vysledky analyzy souboru vzork(
ukazuji, ze srovnavani jakychkoli obsah( prvkd v mo-
Covych konkrementech musi byt doprovazeno kritickou
analyzou obsahu minerdldl ve zkoumaném souboru.
Nizké obsahy fosforeénanovych minerall, které unikajf
rutinni analyze infracervenou spektrometrii, mohou byt
kvantifikovany za pomoci metody ICP-MS. | jejich mi-
nimalni zastoupeni v konkrementu ovlivni obsah prvkd,
asociujicich se s fosforeCnany. Rozdily mezi obsahy
jsou v8ak i u prvkd, které se s fosforeénany neasociuiji.
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Jakékoli hodnoceni obsahu prvk{ v souborech vzork({
bez prfesné znalosti jejich mineralogického slozeni tedy
neni seridzni.
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