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Sahrn: Koncentrécia volného cytosolového vapnika ([Ca®']) je vefmi doleZitym signalnym medidtorom pre mnozstvo biologickych sys-
témov. Katiény vapnika (Ca*") sti vyznamnymi ubikvitarnymi poslami, ktoré kontroluju Siroké spektrum bunkovych procesov. [Ca*] je
kontrolovand mechanizmami, ktoré reguluji vstup vépnika z extracelularneho priestoru a jeho uvofnenie z intraceluldrnych priestorov.
Aktivitou ATP-dependentnych Ca?* pimp a vymennikovych systémov sa vapnik vracia do intraceluldrnych zasobnikov alebo sa odcerpéava
z bunky. Chronické ochorenie obliciek je spojené so signifikantnym zvysenim [Ca®'], ktoré je pre bunky toxické a méze byt zodpovedné
za mnohé orgdnové poruchy. Za zmeny vapnikovej homeostazy buniek u pacientov s chronickym ochorenim oblic¢iek zodpoveda navza-
jom prepojeny komplex procesov. Nase 3ttidie objasfiuji patofyziologické mechanizmy, podielajiice sa na zmenenej homeostaze vapnika
v periférnych mononukledrnych bunkach, ktoré si modelom neexcitabilnych buniek. [Ca®"], je signifikantne zvy8ena uz v skorych stadiach
chronického ochorenia obli¢iek. Koncentracia intraceluldrnych vapnikovych rezerv a kapacitny vstup védpnika st v porovnani so zdravymi
dobrovolnikmi vyznamne zvysené. Na tomto zvy3eni sa podiefaji aj ,pore-forming® P2X_ receptory, ktoré maji u pacientov s chronickym
ochorenim obli¢iek zmenent funkciu a vo zvy3enej miere sa exprimujui. Na druhej strane je aktivita plazmatickych Ca?*-ATPaz zodpoved-
nych za odstrariovanie nadbyto¢ného vdpnika z bunky znizend o 25 %. To znamena, Ze pri chronickom ochoreniu oblic¢iek st porusené
ako mechanizmy vstupu, tak aj vystupu vépnika z bunky. V3etky tieto poruchy sa v signalizacii vdpnika podielaji na zvy3enej [Ca®'], uz
v skorych Stadidch rendlneho ochorenia.
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Chronic kidney disease and cellular calcium homeostasis

Summary: Free intracellular calcium represents a critical signaling mediator in a number of biological systems. Calcium cations (Ca?*) are
an important ubiquitous messenger, controlling a broad range of cellular processes. Free cytosolic calcium concentration ([Ca*'])) is con-
trolled by mechanisms that regulate Ca** entry from the extracellular space and Ca** release from intracellular stores, and by the activity
of ATP-dependent Ca? pumps and antiporters that move Ca?* back into stores or out of cells. Chronic kidney disease is associated with
a significant elevation in [Ca®'], which is toxic to the cells and may be responsible for a multiple organ dysfunction. Disturbances in cel-
lular calcium homeostasis in patients with chronic kidney disease represent a complex process. Our studies elucidate pathophysiological
mechanisms of altered cellular calcium homeostasis in the peripheral blood mononuclear cells which represent the model of nonexcitable
cells in patients with chronic kidney disease. The results demonstrate that [Ca®"], is significantly increased in peripheral blood mononu-
clear cells already in early stages of chronic kidney disease. The calcium concentration of intracellular stores and the capacitative calcium
entry into the cells of these patients are significantly higher in comparison with healthy volunteers. Also the pore-forming P2X receptors
participate in increased [Ca®'], in peripheral blood mononuclear cells of patients with chronic kidney disease. An altered P2X_ receptor
function and increased P2X, receptor expression may contribute to the complex disturbances in intracellular calcium homeostasis in
chronic kidney disease. On the other hand, the activity of plasmatic membrane Ca?*-ATPases which is responsible for removing excessive
calcium out of the cell, was found to be decreased by 25 % when compared to healthy subjects. It means that not only the mechanisms
of entry, but also of the removal are impaired by the disease. All these alterations in calcium signaling are contributing very likely to the
elevated [Ca*"], from early stages of chronic kidney disease.

Key words: intracelullar calcium - chronic kidney disease - calcium signaling and regulation

Uvod

Vépnikové katiény (Ca*) maju vy-
znamn dlohu vo vnitrobunkovej sig-
nalizacii mnohych fyziologickych pro-
cesov. Su centralnou veli¢inou, od
ktorej zdvisia takmer v3etky regulacné
mechanizmy bunky. RozloZenie Ca*
v bunke je presne regulované trans-
portnymi systémami udrziavajicimi
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nizku koncentréciu volného cytosolo-
vého vapnika ([Ca**].) (50-100 nmol/I)
v porovnanf s extracelularnou koncent-
raciou Ca** (okolo 1,3 mmol/I). Vapni-
kovd homeostaza bunky je regulovana
vstupom Ca®" réznymi typmi vapniko-
vych/katiénovych kandlov plazmatic-
kej membrany, uvofnenim Ca* z intra-
celularnych kompartmentov, aktivnym

prenosom Ca*-ATPazami a sodiko-
vo-vapnikovymi vymennymi prena-
$a¢mi, ktorymi sa Ca*" transportuje
do intraceluldarnych zdsobnikov (en-
y
doplazmatické retikulum, mitochon-
dria, vezikuly, jadro) alebo sa odcer-
pava z buniek do extraceluldrneho
priestoru. Prechodné zvy3enie [Ca*],
ktorymi bunka odpoveda na extrace-
Y
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lularne podnety, je nevyhnutnym sig-
nalom pre zivotne dobleZité procesy od
kratkotrvajtcich (kontrakcia, sekrécia)
az po dlhotrvajice (regulacia rastu,
proliferdcia). Pri pretrvavajicom zvy-
Seni [Ca®], vdak moze dochddzat k ire-
verzibilnému poskodeniu funkcif bunky
a/alebo bunkovych $truktdr, pripadne
az k smrti bunky apoptézou alebo ne-
krézou. Tieto pretrvdvajice zmeny
moZu byt vyvolané vlastnym ochore-
nim a/alebo farmakami, ktoré ovplyv-
fuju regula¢né mechanizmy bunky.
Niektoré bunky reaguju na urcity pod-
net sériou kratkodobych, pravidelne sa
opakujucich oscildcii Ca**. Vtedy nie je
kvantitativnym signadlom pre odpoved
bunky absolttna hodnota [Ca*], ale
frekvencia Ca** oscildcii.

Poruchy transportu Ca* mézu byt
sposobené defektom na réznom stupni
reguldcie vapnikovej homeostazy (zni-
Zenou aktivitou Ca®*-ATP4az, dysfunk-
ciou vépnikovych a katiénovych ka-
nalov a/alebo zmenou ich expresie).
Stadiu mechanizmov reguldcie vapni-
kovej homeostdzy excitabilnych i ne-
excitabilnych buniek, ako aj tic¢asti Ca**
na procesoch vnutrobunkovej signali-
zacie, sa uz dlhsiu dobu venuje zvysena
pozornost. Z medicinskeho hfadiska je
vyznamné objasfiovanie vztahu medzi
funkciou jednotlivych typov vdpniko-
vych, resp. katiénovych kanalov a niek-
torymi chronickymi ochoreniami ako
ateroskleréza, hypertenzia, choroby
obli¢iek a osteoporéza, pricom sa sku-
maju aj moznosti terapeutického vyuZi-
tia inhibitorov tychto kanalov [1].

Je znamym faktom, ze [Ca*] je u he-
modialyzovanych (HD) pacientov zvy-
Send a je modulovand réznymi pa-
rametrami, ktoré zahfriaju stupen
anémie, porusenie metabolizmu vap-
nika a minerdlov, trvanie dialyzac¢ne;
terapie [2,3]. Poznatky o vztahu chro-
nického ochorenia obli¢iek (CKD) a in-
traceluldrnej vapnikovej homeostazy,
ako aj jej reguldcie, st viak nedosta-
¢ujuce a vo véasnych stadiach tohto
ochorenia chybaju. Ciefom nasich
stadii bolo zistit a porovnat stav intra-
celuldrnej koncentracie védpnika a jeho
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Obr. 1. Zakladny mechanizmus udrZiavania vapnikovej homeostazy bunky [4].
Kandly plazmatickej membrdny: ROC - receptor operated channel, VOC - vol-
tage operated channel, SOC - store operated channel, SMOC - second messen-
ger operated channel; kandly endoplazmatického retikula: IP,R - IP, (inositol tri-
fosfat) receptor, RYR - ryanodinovy receptor.

zasob, sledovat zmeny v regulacii za-
kladnych mechanizmov podiefajdcich
sa na udrziavani vdpnikovej homeo-
stazy bunky, ako je funkénost a expre-
sia vybranych védpnikovych/katiéno-
vych kandlov, aktivita plazmatickych
Ca?*-ATPaz u zdravej populacie a pa-
cientov s chronickym ochorenim obli-
¢iek v stadiu 2-3.

Zakladny mechanizmus bunkovej
vapnikovej homeostazy -
fyziologicky stav

Vépnik vstupuje do bunky z extrace-
lularneho priestoru v smere koncen-
traéného gradientu réznymi typmi
kanalov. Ich priepustnost méze byt re-
gulovand zmenami elektrického poten-
cidlu plazmatickej membrény alebo

informaénymi molekulami. Z vnutro-
bunkovych rezerv st Ca®* uvoltiované
do cytosolu kandlmi lokalizovanymi na
membrane endoplazmatického/sarko-
plazmatického retikula. Toto uvolne-
nie Ca?" nastdva po aktivécii receptora
plazmatickej membrany, ktory stimu-
luje tvorbu intraceluldrnych poslov.
Z cytosolu bunky sa Ca?* odc&erpava
aktivnym transportom Ca*-ATPazami
a sodikovo-vapnikovymi vymennikmi
do extracelularneho priestoru a endo-
plazmatického retikula proti koncent-
ra¢nému gradientu (obr. 1) [4].

Intraceluldrna koncentricia
vapnika a CKD

Intraceluldrnu koncentraciu vapnika
sme sledovali v periférnych mono-
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Graf 1. Porovnanie a) koncentracie vofného cytosolového vapnika PBMCs zdra-
vych dobrovolnikov a pacientov s CKD; b) vnutrobunkovych zasob vapnika.

nukledrnych bunkach (PBMCs) izo-
lovanych z heparinizovanej krvi zdra-
vych dobrovolnikov a pacientov s CKD
v $tadiu 2-3. Uz v tomto $tddiu ocho-
renia dochddza k $tatisticky vyznam-
nému zvyseniu [Ca*] (102 £ 1 vs
125 £ 1,8 nmol/l; p < 0,001) (graf 1a),
ako aj vnutrobunkovych vépnikovych
rezerv (160 £ 16,9 vs 113 =+ 7,7 nmol/l;
p < 0,01) (graf 1b). [Ca**], bola me-
rand fluorescen¢nou spektroskopiou
s pouzitim fluorescen¢ného indikatora
Fluo-3 AM. Na kvantifikdciu intracelu-

larnych Ca?* zdsob bol pouzity thap-

sigargin (Tg), inhibitor Ca?-ATP4zy
endoplazmatického retikula [5]. Cel-
kovy status Ca** v bunke je u pacien-
tov v skorych $tddidch CKD zvyseny,
¢o poukazuje aj na zmenu bunkovych
mechanizmov podiefajtcich sa na udr-
Ziavanf vapnikovej homeostazy buniek.
Daléou otazkou bolo, ktoré zdkladné
mechanizmy sa podielajd na tomto
stave buniek.

Vstup vapnika a CKD
Na zvysenej [Ca’'] sa podiela pre-
dovietkym vtok Ca?* do bunky

extraceluldrny priestor

SMOC
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Obr. 2. Vstup védpnika do bunky [6]. PM - plazmatickd membréna, ER - endo-

plazmatické retikulum, IP, -

inositol trifosfat, ROC - receptor operated chan-

nel, VOC - voltage operated channel, SOC - store operated channel, CRAC -
calcium release activated calcium channel, SMOC - second messenger operated

channel, Ag - agonista.
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Graf 2. Vstup vapnika prostrednictvom
CRAC kanalov je signifikantne zvySeny
u pacientov v skorych stadiach CKD.

(obr. 2) [6]. Pre neexcitabilné bunky
je charakteristicky vstup Ca?" pro-
strednictvom vapnikovych kanalov
nezavislych od napitia, ktoré su ak-
tivované uvolnenim vapnika z intra-
celuldrnych priestorov - SOC kanaly.
V lymfocytoch sa tento typ kandlov
nazyva CRAC (Calcium Release-Ac-
tivated Calcium) kandly. Vstup Ca®
prostrednictvom CRAC kandlov ak-
tivuje prislusné transkripéné faktory,
¢im reguluje expresiu génov pre cyto-
kiny, ktoré st zodpovedné za imunitnd
odpoved [7]. Dysreguldcia Ca*" ho-
meostazy spdsobend zmenami funkcie
prave tohto typu kandlu bola zistend
pri neurodegenerativnych ochoreniach
ako Alzheimerova choroba, u imuno-
deficientnych pacientov, pri akitnej
pankreatitide a polycystickych obli¢-
kach [8-11].

Vstup Ca”> do PBMCs cez CRAC ka-
nély bol kvantifikovany ich nepriamou
aktivaciou (uvolnenim Ca?* z endo-
plazmatického retikula pouzitim Tg)
a naslednou inhibiciou CRAC kanalu
2APB (2 aminoetoxydifenyl borat).
Vstup Ca*" prostrednictvom tohto ka-
nalu bol u CKD pacientov zvy3eny v po-
rovnani so zdravymi dobrovolnikmi
(80 £ 5,9 nmol/l vs 36 £ 2,7 nmol/I;
p <0,001) (graf 2).

Mnohé doterajsie studie ukazali, Ze
na aktivaciu a proliferdciu T-lymfocytov
ma vplyv aj L-typ Ca** kanalov zavislych
od napatia [12]. Neexcitabilné bunky
exprimuju Ca®" kandly, ktoré maju
zhodné Struktirne vlastnosti s napé-
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tovo-zavislymi Ca?* kanalmi elektricky
excitabilnych buniek, ale neotvdraju sa
zmenou membranového potencidlu.
Existencia L-typu Ca?" kanalov v lymfo-
cytoch v pokojovom stave viak bola po-
tvrdend aZ v roku 2003 [13].

Extraceluldrne puriny (adenozin,
ADP a ATP) su délezitymi signalizac-
nymi molekulami, ktoré sprostred-
kovdvaju roézne biologické uacinky
(kontrakcia hladkych svalov, neuro-
transmisia, exokrinnd a endokrinna
sekrécia, zdpal, imunitné odpovede,
agregécia krvnych dosticiek, bolest,
moduldcia srdcovych funkcif, atd.)
prostrednictvom receptorov na po-
vrchu bunkovej membrany. Na ak-
tivacii lymfocytov sa podiefaju puri-
nové receptory patriace do skupiny
P2X receptorov [14]. Bolo identifiko-
vanych sedem podtypov P2X recepto-
rov P2X -P2X_[15], pricom P2X  re-
ceptor je charakteristicky hlavne pre
bunky imunitného systému, erytrocyty,
bunky obliciek, osteoblasty, hepato-
cyty [16].

P2X, receptory su bifunkéné recep-
tory, ktoré po aktivdcii otvdraju ka-
tiénovy kandl a nasledne neselek-
tivny cytolyticky pér. Permeabilita
tohto péru zavisi od typu buniek
(lymfocyty - molekuly s molekulo-
vou hmotnostou do 320 Da, Zirne
bunky, makrofdgy do 900 Da). Po
aktivacii P2X, receptora dochadza
k depolarizacii bunkovej mem-
brany, vstupu katiénov (Na*, Ca*)
do bunky a vystupu K" do extracelu-
larneho priestoru, zvy3uje sa [Ca®"],
¢o spusta intracelularnu signalizaénd
kaskadu. P2X, receptory sprostredko-
vavaju spustenie zapalovej reakcie a jej
kontrolu reguldciou expresie zdpalo-
vych medidtorov. Kli¢ovym faktorom
P2X -dependentnej cytotoxicity je ma-
sivne pretrvavajlice zvySenie [Ca”].
Toto zvySenie moze viest k ,bleb-
bingu“ membrany a smrti bunky
apoptézou alebo nekrézou. Vztah
P2X, receptorov k niektorym typom
ochoreni, ako reumatoidnd artri-
tida, chronickd obstrukénd cho-
roba pfic, neurologické choroby,
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Graf 3. Porovnanie expresie P2X re-
ceptorov zdravych dobrovofnikov
a pacientov s CKD.

nefropatie, hypertenzia, chronicka
leukémia z B-lymfocytov, sa inten-
zivne Studuje [17-20].

V nasej Stidii sme porovnavali vstup
Ca® prostrednictvom P2X, receptorov
v PBMCs zdravych dobrovolnikov a pa-
cientov s CKD. Sledovanie funkénosti
tychto receptorov pozostavalo z mera-
nia Uc¢inku aktivatora a inhibitora P2X,
receptorov na katiénovy kandl a funké-
nost jeho péru, meranim fluorescencie
etidia bromidu. Zistili sme, Ze funke-
nost , pore-forming“ P2X_ receptorov
je u pacientov s CKD zmenend [21].
Katiénovy kandl aj pér st ¢iastoc¢ne ot-
vorené a nereaguju dostatocne citlivo
na aktivatory a inhibitory.

Nedavne Stidie poukazuju na fakt,
ze P2X_ receptory st v bunkdch odlisne
exprimované za fyziologickych a pato-
logickych podmienok [22,23]. V lym-
focytoch pacientov s CKD v $tadiu 2-3
bola expresia P2X, receptorov 1,3-na-
sobne zvy$end v porovnani so zdra-
vymi bunkami (graf 3) [24]. Na zvy3e-
nom vstupe Ca** v PBMCs pacientov
sa teda P2X, receptory podielaji nie-
len zmenenou funkénostou, ale aj ich
zvySenou expresiou.

Plazmatické Ca**-ATPazy a CKD

Ulohou plazmatickych Ca?-ATPaz
(PMCA) je odcerpavat Ca?* z bunky do
extraceluldrneho priestoru. Tento pro-
ces prebieha proti koncentra¢nému
gradientu, preto je pre jeho uskuto¢ne-
nie potrebna energia z ATP. ZniZenim
aktivity PMCA dochddza k nahroma-
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Graf 4. Znizenie aktivity PMCA v eryt-
rocytoch pacientov s CKD.

deniu Ca?* v bunke a nasledne k ovplyv-
neniu daldich vnitrobunkovych proce-
sov. Ca?*-ATP4zy su lokalizované nielen
na plazmatickej membréne, ale aj na
membranach dalsich intracelularnych
organel, preto su erytrocyty najlep-
$im modelom na 3$tudium vlastnosti
plazmatickej membrany, a tym aj akti-
vity PMCA. Gafter et al sledovali akti-
vitu PMCA u pacientov s termindlnym
zlyhanim obli¢iek, kde zaznamenali
jej 50 % pokles [25]. Znizend aktivita
PMCA bola zistend aj u deti s CKD
v stadiu 2-4, pricom pokles aktivity
PMCA inverzne koreloval s [Ca*"]. [26].
V nasej studii sme potvrdili predpo-
klad, ze aktivita PMCA CKD pacien-
tov v $tddiu 2-3 je zniZzend a v porov-
nanf so zdravymi dobrovolnikmi klesla
0 25 % (graf 4) [24]. Vysledky spomi-
nanych $tudif svedcia o tom, Ze s pro-
gresiou ochorenia dochadza k poklesu
aktivity PMCA.

Diskusia

Pri CKD su poruchy védpnikového me-
tabolizmu bezné a vyvijaji sa uz vo
v¢asnej fdze ochorenia spolu s poru-
chami fosfatov, vitaminu D a nésled-
nym rozvojom sekunddrnej hyperpa-
ratyredzy. Viaceri autori uzv minulosti
predpokladali, Ze parathormén (PTH)
je uremicky toxin [27], ktory sa v po-
krocilej rendlnej insuficiencii podiefa
na vyvoji réznych pordch ako ure-
mickd neuropatia, kardidlna dysfunk-
cia, poruchy imunity a iné. Tdato hy-
potézu podporuje aj nalez zvy3eného
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obsahu vapnika v myokarde a inych
tkanivach (mozog, pankreas, poly-
morfonukledarne leukocyty, T bunky,
krvné dosticky) v klinickych [28,29]
aj experimentdlnych stididch [30,31].
Vzostup [Ca?]. indukovany PTH
v kostrovom svale a srdci je spo-

jeny so znizenou spotrebou kyslika,
¢o ma za nasledok zniZzenu tvorbu
ATP. Pokles ATP vedie k zniZeniu ak-
tivity ATP dependentnych enzymov,
ktoré sa podielaju na transporte Ca*
z bunky do extraceluldrneho pries-
toru. Zvydend [Ca*] v lymfocytoch
pacientov s chronickym zlyhanim ob-
liciek je vysledkom zvy$eného vstupu
Ca? do bunky a zniZzeného vystupu
Ca? z bunky pri poklese aktivity
Ca?*-ATPdzy a Na*-K*-ATPazy [32].
Pri hodnotenf viacerych parametrov
Kérpati et al zistili, ze [Ca*], v poly-
morfonukledrnych leukocytoch u dia-
lyzovanych pacientov koreluje so
zvySenou sérovou koncentraciou in-
taktného PTH a fosfatov a znizenou
sérovou koncentraciou vapnika [2].
Vyznamna pozitivna koreldcia sa zis-
tila aj s dlzkou dialyzagnej liecby. Pa-
ratyreoidektémia znizuje [Ca®'] v po-
lymorfonukledrnych leukocytoch CKD
pacientov, ale nenormalizuje ju [33].
Predpoklada sa, ze okrem PTH sa na
vzostupe [Ca’’], podielaji aj dalsie
faktory.

Nie st dostupné prace, ktoré sa
komplexne a systematicky zaoberaju
stidiom mechanizmov reguldcie bun-
kovej vapnikovej homeostazy u paci-
entov s CKD. Su publikované len ¢i-
asto¢né sledovania u dialyzovanych
pacientov. Poruchy mineralového
a kostného metabolizmu, ako aj dal-
Sie komplikdcie sa u pacientov vyvi-
jaju uz vo vcasnych stadidch CKD.
Preto sme sa zamerali na $tddium
mechanizmov reguldcie vapniko-
vej homeostdzy prave u tychto pa-
cientov. Sledovali sme mechanizmy
udrziavania rovnovdhy medzi vstu-
pom Ca”* do bunky a jeho odcerpa-
vanim do extraceluldrneho priestoru
a/alebo do intracelularnych rezerv.
Zaznamenali sme zvySend [Ca’']
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a tiez rezerv Ca*" v endoplazmatickom
retikule. Na tomto zvySeni sa podiefa
zvySeny vstup katiénov vapnika do
bunky prostrednictvom CRAC kandlu
a P2X, receptorov, ktoré maju zme-
nenud funkénost a vo zvy3enej miere
sa exprimujui. Okrem zvySenia vstupu
Ca?" z extraceluldrneho priestoru, do-
chddza aj k zniZeniu aktivity PMCA,
a tym zniZeniu vystupu Ca®" z bunky.
Predpokladdme, Ze zmenend bun-
kovd homeostaza vapnika je u pacien-
tov v skorych 3tadidch CKD modulo-
vana nielen poruchou minerdlového
metabolizmu, ale aj dalsimi kompli-
kdciami, ktoré sa u tychto pacientov
vyvijaju. Délezitou otazkou zostdva
zistit vplyv farmakoterapie pouzi-
vanej u tychto pacientov na jednot-
livé, v stic¢asnosti uz zndme, mecha-
nizmy vépnikovej signalizacie, ¢o by
v budicnosti mohlo viest k cielenejsej
terapii na spomalenie progresie renal-
neho ochorenia.
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