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Suplementacia vitaminu D, a bunkova homeostaza
vapnika u pacientov pri chronickej chorobe obliciek

Ingrid Lajdovd, Adrian Ok3a, Viera Spustova
Ustav farmakoldgie, klinickej a experimentdinej farmakoldgie LF SZU, Bratislava, Slovenskd republika

Suhrn

V préci sumarizujeme vysledky nasich studii zameranych na objasnenie patofyziologickych mechanizmov zme-
nenej homeostézy vépnika v neexcitabilnych bunkach pacientov v skorych stadiach chronickej choroby obliciek
(CKD) a zistenie vplyvu suplementacie vitaminu D, na tieto mechanizmy. Zékladné mechanizmy vstupu vépnika,
ako aj jeho odcerpavania z bunky su uz v skorych stadidch CKD zmenené. Tieto poruchy spésobuju zvysenie kon-
centracie volného cytosolového vapnika ([Ca*']), co modze viest k zmene mnohych bunkovych procesov a expre-
sii réznych signalnych molekul. Suplementdcia vitaminu D je Standardny postup korekcie nedostatku/deficitu vita-
minu D u pacientov v skorych $tadiach CKD, pricom pleiotropné tGcinky vitaminu D sa m6zu podielat na moduldcii
bunkovej homeostazy vapnika. Suplementacia vitaminu D, mala za nasledok znizenie [Ca*'], ovplyvnenim niekto-
rych transportnych systémov vstupu kationov vapnika do bunky a jeho odcerpavania z bunky. Normalizacia [Ca®*], moze
mat priaznivy ucinok na intraceluldrnu signalizaciu, a tym pozitivne ovplyviiovat funkénost buniek, tkaniv, resp.
organov.

Kltcové slova: bunkova homeostaza vapnika - chronicka choroba obliciek - intracelularny vapnik — vitamin D

Vitamin D, supplementation and cellular calcium homeostasis in
patients with chronic kidney disease

Summary

Mini review summarizes the results of our studies focused on elucidation of the pathophysiological mechanisms of
altered calcium homeostasis in nonexcitable cells from patients with early stages of chronic kidney disease (CKD),
as well as on determining the effect of vitamin D, supplementation on these mechanisms. The basic mechanisms of
calcium entry to and removal of the cell are already changed in early stages of CKD. These disturbances cause an in-
creased the concentration of cytosolic free calcium ([Ca*']), which may change a number of cellular processes, and
the expression of various signaling molecules. Vitamin D, supplementation is a standard procedure of vitamin D in-
sufficiency/ deficiency correction in these patients. The pleiotropic effects of vitamin D may be involved in the mo-
dulation of cellular calcium homeostasis. Vitamin D, supplementation resulted in a reduction in [Ca**], by affecting
of specific transport systems of calcium cations entry to and removal of the cell. The normalization [Ca**], can have
a beneficial effect on intracellular signalling, and thus positively influence the functioning of cells, tissues or organs.
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Uvod

Nedostatok vitaminu D sa ¢asto vyskytuje v beznej po-
puldcii aj u pacientov s chronickou chorobou obli¢iek
(CKD) a je vyznamnym rizikovym faktorom pre rozvoj
réznych chronickych ochoreni. U pacientov s CKD sa
odporuca podla suc¢asnych smernic korigovat poruchu
suplementaciou nativneho vitaminu D (cholekalciferol,
ergokalciferol). U pacientov s progresivne stupajicou
koncentraciou parathorménu sa odporuca liecba kal-
citriolom alebo analégmi vitaminu D [1]. Délezitou ulo-
hou endokrinného systému vitaminu D je reguldcia mine-

ralového a kostného metabolizmu a udrziavanie homeo-
stazy vapnika a fosforu v organizme [2,3]. Okrem tychto
klasickych ucinkov ma vitamin D aj nekalciotropné
ucinky, ktoré su sprostredkované extrarendlnou synté-
zou 1,25(0H),D, v mnohych tkanivach a organoch, v kto-
rych posobi autokrinne/parakrinne. Vézbou na recep-
tor vitaminu D (VDR) zabezpecuje ,neklasické” ucinky
vitaminu D, ako su vplyv na proliferdciu a diferenciaciu
buniek, imunitné funkcie atd. [4]. V obli¢kach tieto ucinky
vedu k zmierneniu poskodenia potla¢enim fibrézy, zapalu
a apoptozy [5,6].
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Chronicka choroba obliciek je spojend s vyznamnym
zvySenim koncentracie volného cytosolového vapnika
(ICa*]), ktoré je pre bunky toxické a méze byt zodpo-
vedné za multiorgdnové dysfunkcie [7,8]. Vapnikové kat-
iony (Ca?) maju dolezitd ulohu v bunkovej signalizacii
mnohych fyziologickych procesov. V prenose subcelu-
larnych signalov je délezita distribucia vapnikovych/ka-
tiénovych kandlov, Ca?*-ATPaz a vymennych systémov,
ich vzdjomna komunikacia a koordinacia. Vysledkom je
prisne udrziavana a regulovana [Ca*]. Prechodné zvy-
$enie [Ca*], je nevyhnutnym signalom pre fyziologicku
funk¢nost buniek a jej odpovedi na vonkajsie podnety,
pretrvavajuce zvysenie viak moze sposobit ireverzibilné
poskodenie funkcii buniek pripadne ich smrt. Homeo-
stdza Ca*" je v bunkach udrziavand mechanizmami,
ktoré reguluju vstup Ca*" z extracelularneho priestoru

Schéma. Zakladné mechanizmy prenosu vapnika cez

plazmaticki membranu neexcitabilnych
buniek [47]
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Graf 1. Vol'ny cytosolovy vapnik

[Ca**], bola merana fluorescen¢nou spektroskopiou v periférnych
mononuklearnych bunkach (PBMC) izolovanych z krvi zdravych je-
dincov a pacientov s CKD v $tadiu 2-3 pred a po suplementacii vi-
taminu D, [13,17].
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do bunky vapnikovymi/katiénovymi kandlmi plazmatic-
kej membrany. Vystup Ca*" z bunky sa uskutocnuje aktiv-
nym prenosom Ca?*-ATPazami a sodikovo-vapnikovymi
vymennymi systémami. Vapnikové katiény sa tiez mézu
uvoltovat z intraceluldrnych kompartmentov alebo sa
do nich transportovat (schéma) [9,10].

K zvyseniu [Ca**] ako aj koncentrécie Ca** v intracelu-
larnych kompartmentoch dochddza uz v skorych stadi-
ach CKD. Tiez mechanizmy udrziavania bunkovej vapni-
kovej homeostazy su u pacientov v skorych stadiach CKD
v porovnani so zdravymi subjektmi zmenené [11-14]. Je
len malo informacii o regula¢nych mechanizmoch vap-
nikovej homeostazy na bunkovej drovni a moznostiach
ich ovplyvnenia v pociato¢nych $tadiach tejto choroby.
Preto sme sa v nasich nedavnych studiach zamerali na
objasnenie tychto mechanizmov, ako aj na zistenie
vplyvu suplementacie vitaminu D, na stav intracelular-
nej koncentracie vapnika a zakladné regula¢né mecha-
nizmy udrziavania bunkovej homeostézy vapnika u pa-
cientov s CKD.

Vitamin D, a intracelularna koncentracia
vapnika

Intracelularna koncentracia vapnika zahifia koncentraciu
volného cytosolového vapnika ([Ca*]), zodpovedného za
prenos signélu a koncentraciu vapnlka v intracelularych
kompartmentoch. V intracelularnych kompartmentoch
je uchovavany prebytocny vapnik, ktory je za urcitych
podmienok uvolfiovany do cytosolu, ¢im sa zdcastruje
prenosu signalov v bunke. Pre niektoré fyziologické pro-
cesy moézu mat prave tieto zasoby vapnika rozhodujuci
vyznam [10,15,16]. Intracelularne zasoby Ca?* su viazané
na proteiny, ich prevazna ¢ast sa nachadza v endoplazma-
tickom/sarkoplazmatickom retikule, menej v mitochon-
driach, vezikulach a jadre. Nase predchadzajuce studie
ukdzali, Ze uz v pociato¢nom stadiu CKD je vyznamne
zvysena [Ca*], ako aj koncentracia Ca** vintracelularnych

Graf 2. Intracelularne zasoby vapnika

Porovnanie Tg-senzitivnych intracelularnych zasob vapnika zdra-

vych jedincov a pacientov s CKD pred a po suplementacii. Na kvan-
tifikaciu intracelularnych zésob Ca?* bol pouzity $pecificky inhibitor
Ca?*-ATPazy endoplazmatického retikula, thapsigargin (Tg) [13,17].
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kompartmentoch, ¢o poukazuje na zmeny vo vapniko-
vej signalizécii buniek a zmenené niektoré regula¢né
mechanizmy udrziavania bunkovej Ca?* homeostazy
[13]. Po 6-mesacnej suplementacii vitaminu D, poklesla
[Ca*],na hodnoty porovnatelné s hodnotami zdravych
jedincov (graf 1), intraceluldrne zédsoby Ca* sa neznizili
(graf 2). Koncentrécia 25(0H)D, u pacientov s CKD bola
za bazélnych podmienok nizka (18 £ 2 ng/ml), Statisticky
vyznamne sa viak zvysila po 6-mesacnej suplementa-
cii vitaminu D, (36 + 9 ng/ml, p < 0,001), pricom abso-
latne zmeny [Ca®'], negativne korelovali s absoldtnou
zmenou koncentracie 25(0H)D; (graf 3). Suplementacia
vitaminu D, upravuje [Ca*'], u pacientov v skorych $ta-
diach CKD [171].

Vstup kationov vapnika do bunky -

vitamin D, a vapnikové/katiénové kanaly
CRAC kanaly

Vapnik vstupuje do buniek r6znymi typmi vapnikovych/
katidnovych kanalov. V neexcitabilnych bunkach ako
su periférne mononuklearne bunky (peripheral blood
mononuclear cell - PBMQ), je charakteristicky vstup Ca**
prostrednictvom vépnikovych kandlov nezavislych od
napatia, ktoré su aktivované uvolnenim Ca*" z endoplaz-
matického retikula, CRAC kanalov (calcium release acti-
vated calcium). Vstup Ca** CRAC kanalom aktivuje pri-
slusné transkrip¢né faktory, ¢im reguluje expresiu génov
pre cytokiny zodpovedné za imunitnu odpoved [18,19].
Dysregulacia Ca*" spdsobena zmenou funkénosti alebo
expresie CRAC kanalov bola zistend pri neurodegenera-
tivnych ochoreniach, u imunodeficitnych pacientov, pri
akutnej pankreatitide, polycystickej chorobe obliciek
a srdcovej hypertrofii [18-23]. U pacientov v skorych $ta-
didch CKD sme zaznamenali vyznamne zvyseny vstup
Ca?* prostrednictvom CRAC kanalov v porovnani so
zdravymi jedincami [13]. Po suplementacii vitaminu D, sa
vstup Ca** cez tieto kanaly znizil (graf 4) [17]. Vitamin D,
teda upravuje regulaciu Ca*, a tym ovplyvriuje dalsie re-
gula¢né mechanizmy v neexcitabilnych bunkach.

Graf 3. Vztah absolitnych zmien [Ca?'], a zmien

25(0H)D, po 6 mesiacoch suplementacie
vitaminu D, [17]
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L-typ vapnikovych kanalov

Neexcitabilné bunky exprimuju Ca*" kanaly, ktoré maju
rovnaké Strukturne vlastnosti ako L-typ Ca*" kanalov za-
vislych od napétia, ktoré sa nachadzaju v excitabilnych
bunkach. Ich pritomnost v plazmatickej membrane klu-
dovych lymfocytov bola potvrdena az v roku 2003 [24].
Na rozdiel od kanalov excitabilnych buniek nie su sen-
zitivne na zmenu membranového potencialu. Nedavne
studie poukazuju na ucast L-typu Ca* kandlov pri
vstupe Ca?* v priebehu aktivacie a proliferacie T-lymfo-
cytov. Mechanizmus ich stimulacie v3ak stéle nie je ob-
jasneny [25,26]. V sulade s doteraj$imi poznatkami sme
sledovali vstup Ca*" cez tieto kanaly. V PBMC pacientov
s CKD sa vstup Ca?* nezmenil, nedochadzalo k jeho zvy-
$eniu v porovnani s bunkami zdravych jedincov [13].
Stimulacia buniek aktivnym metabolitom vitaminu D
[1,25(0H),D,] nevyvolavala zmeny vo vstupe vapnika
Ca?" cez L-typ Ca* kanalov [27]. Vzhladom na tento po-
znatok nebol sledovany mechanizmus vstupu Ca*" cez
L-typ Ca** kanalov po suplementacii vitaminu D,.

P2X, receptory

V sucasnej dobe je purinergna signalizacia povazovana
za jeden z rozhodujucich komponentov podielajicich sa
na réznych typoch chordb. Naviazanie extraceluldrnych
purinov na receptory plazmatickej membrany vyvolava
intraceluldrnu signaliza¢nu kaskadu, ktorej vysledkom je
bunkové odpoved. V zavislosti od typu buniek, purinové
receptory sprostredkovavaju velké mnozstvo biologic-
kych ucinkov, ako su exokrinna a endokrinna sekrécia,
zapal, imunitné odpovede, agregdcia krvnych dosticiek,
moduldcia srdcovych funkcii, kontrakcia hladkych svalov,
neurotransmisia, bolest [28-30]. Na aktivacii PBMC sa po-
dielaju purinové receptory patriace do skupiny P2X. Do
dnesného dia bolo identifikovanych 7 podtypov P2X re-
ceptorov. P2X -P2X_ su exprimované prevazne v neuro-
noch a v excitabilnych bunkach. P2X, receptory sa na-
chadzaju hlavne v bunkach hemopoetického systému,
kde sa podielaju na imunitnych odpovediach, bunkovej

Graf 4. CRAC kanaly

Vstup Ca?* cez CRAC kanaly je u pacientov v skorych stadiach CKD
zvyseny, po 6-mesacnej suplementdcii sa signifikatne znizil [13,17].
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proliferacii a bunkovej smrti, tvorbe kosti a ich resorpcii.
P2X receptory pozostavaju z kati6nového kanalu a cyto-
lytického poru. Po aktivacii P2X receptorov dochadza za
fyziologickych podmienok k otvoreniu jeho katiéno-
vého kandlu a nasledne aj k otvoreniu neselektivneho
cytolytického poru, ktory v zavislosti od typu buniek pre-
pusta molekuly s molekulovou hmotnostou do 900 Da
[28,31]. V sucasnosti sa intenzivne Studuje vztah P2X_ re-
ceptorov k mnohym typom ochoreni, ako reumatoidna
artritida, chronicka obstruk¢na choroba pltc, neurolo-
gické choroby, hypertenzia, chronicka leukémia z B-lym-
focytov [32-34]. Tiez bola potvrdend kluc¢ova uloha
P2X receptorov v reguldcii fyziologickych a patofyzio-
logickych procesov obli¢iek [35]. V nasich Studidch sme

Graf 5A. Funkénost a expresia P2X, receptorov [12,17]

Aplikécia antagonistu P2X; receptorov (AZ11645373) na PBMC pa-
cientov s CKD viedla k redukcii [Ca**], nemala v3ak ucinok po suple-
mentacii vitaminu D,.
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Graf 5B. Funkénost a expresia P2X; receptorov [12,17]

Aplikacia agonistu purinergnych P2X, receptorov (BzATP) zapricinila
pretrvévajlce zvysenie [Ca**], v PBMC CKD pacientov aj po suple-
mentécii vitaminu D,, av3ak toto zvysenie nedosahovalo hodnoty
[Ca?*], ako pred suplementaciou. Vysledky tychto experimentov
dokazuju, ze suplementécia vitaminu D, ma inhibi¢ny Gcinok na
vstup Ca?* prostrednictvom P2X, kanalov.
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ukézali, ze vstup Ca*>* cez P2X, kanaly je zvyseny a prie-
pustnost P2X, pérov vzrastla. Okrem toho, funkénost
P2X, kanalov aj pérov bola zmenené [12]. Aktivny meta-
bolit vitaminu D [1,25(0H),D,] v PBMC zdravych jedincov
inhiboval vstup Ca** prostrednictvom P2X, kanalov a zni-
zoval priepustnost plazmatickej membrany P2X, pormi
[27]. Aj z tohto dévodu sme sledovali vplyv suplemen-
tacie vitaminu D, na funk¢nost P2X, receptorov v PBMC
pacientov s CKD. Suplementdcia znizovala Ca*" influx
cez P2X_kanaly a ovplyviovala ich funkénost (graf 5A,
5B), nemala v3ak vplyv na priepustnost P2X_ pérov [17].
Rozdielne ucinky suplementacie na P2X, kanély a pory
u tychto pacientov mézu byt spésobené ich rozdielnou
senzitivitou. Agonisti a antagonisti P2X, receptora mozu
mat rozdielny vplyv na funkciu P2X, kanélov a pérov, ich
vplyv moéze byt zmeneny aj pri réznych patologickych
stavoch [36]. Nielen funkénost, ale aj expresia P2X, re-
ceptorov moze byt zmenena pri niektorych patologic-
kych stavoch [29,37-39]. V nasej nedéavnej studii sme
zistili 1,5-nasobné zvysenie expresie P2X, receptorov
plazmatickej membrany v PBMC pacientov s CKD v po-
rovnani s bunkami zdravych jedincov [12]. Suplementa-
cia vitaminu D, ovplyvnila expresiu P2X, receptorov. Ex-
presia sa po suplementdcii zniZila o 45 % (graf 5C) [17].

Vystup kationov vapnika z bunky -

vitamin D, a Ca**-ATPazy plazmatickej
membrany

Plazmatické membrany maju 2 hlavné systémy, ktorymi
sa Ca?" odcerpava z intracelularneho priestoru do extra-
celularneho proti koncentra¢nému gradientu: Na*/Ca?
vymenny systém, ktory je aktivny najma v excitabilnych
bunkach a Ca?*-ATPazy plazmatickej membrany (PMCA)
vneexcitabilnych bunkach. Aktivita PMCA je rozhodujtca
pri udrZiavani nizkej [Ca**]. Znizenim jej aktivity docha-
dza k nahromadeniu Ca?* v bunke a nasledne k ovplyv-

Graf 5C. Funkénost a expresia P2X, receptorov [12,17]

Expresia P2X, receptorov bola merana prietokovou cytometriou

s pouzitim protilatky anti-P2X, (extracellular). Porovnanie expresie
P2X, receptorov plazmatickej membrany zdravych jedincov, pacien-
tov v skorych Stadiach CKD pred a po suplementécii vitaminu D,.
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neniu dalsich vnatrobunkovych procesov. Uz v skorych
stadiach CKD dochadza v PBMC pacientov k znizeniu ak-
tivity PMCA o 34 % a u pacientov s terminalnym zlyha-
nim obliciek bol zaznamenany pokles aktivity az o 50 %
[40,41]. Tento pokles aktivity PMCA moze byt spéso-
beny viacerymi faktormi, ako je deficit kalmodulinu, ak-
tivita niektorych endogénnych reguldtorov proteinoy,
inhibicia mitochondridlneho alebo glykolytického meta-
bolizmu [42]. Vstup Ca* CRAC kandlmi je tiez dolezitym
reguldtorom aktivity PMCA a zmenend komunikdcia
medzi nimi, méze byt dalSou pri¢inou jej znizenej akti-
vity [43]. Aktivitu aj expresiu PMCA v niektorych epitelo-
vych bunkach a osteoblastoch zvy3uje 1,25(0H),D, [44-
46]. V experimentalnych studiach boli sledované priame
alebo nepriame ucinky 1,25(0H),D, a 24,25(0H),D, na ak-
tivitu a expresiu PMCA, av3ak ucinky 25(0OH)D, sledované
neboli. V nasej Studii sa po suplementacii vitaminu D, ak-
tivita PMCA u CKD pacientov nezvysila (graf 6). Zvysila
sa viak koncentrécia proteinov plazmatickej membrany
0 47 %, preto nemo6zeme vylucit moznost zvysenej ex-
presie PMCA [40].

Zaver

Udrziavanie bunkovej homeostazy vépnika je pre fyzio-
logické fungovanie bunky nevyhnutné. Zmeny v regu-
la¢nych mechanizmoch vépnikovej homeostazy bunky
sa prejavia zmenami v odpovediach bunky na vonkajsie
podnety, a tym aj poruchou funk¢nosti tkaniv, resp. orga-
nov. U pacientov v skorych stadiadch CKD viedla suplemen-
tacia vitaminu D, k znizeniu koncentracie intracelularneho
véapnika ovplyvnenim CRAC a P2X_ kanalov a znizeniu ex-
presie P2X_receptorov plazmatickej membrany. Beneficny
ucinok vitaminu D, je v normalizacii[Ca**], ktora moze mat
priaznivy ucinok na intraceluldrnu signalizaciu, a tym pozi-
tivne ovplyviiovat funkénost buniek. Pochopenie regulac-
nych mechanizmov bunkovej homeostazy vapnika a ich
selektivne ovplyvnenie pri rendlnych ale aj inych ochore-
niach méze v buducnosti viest k cielenejsej terapii.

Graf 6. Aktivita PMCA

Porovnanie aktivity PMCA zdravych subjektov, pacientov v skorych
$tadidch CKD pred a po 6-mesacnej suplementdcii vitaminu D,
[11,40].
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