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Abstrakt

Chronické ochorenie obli¢iek (CKD) je spojené
S0 zvysenou intracelularnou koncentraciou vol'ného
cytoplazmatlckeho vapnika ( Ca2+]) Predpoklada
sa, ze je za to zodpovedna zniZena aktivita enzymu
ca’ *-ATPazy. Na overenie tejto hypotézy sme
zmerali aktivitu tohto enzymu skupine 15 pacientov
s CKD a 31 kontrolnych dobrovolnikov. letlll sme
signifikantny pokles aktivity enzgymu Ca®*-ATPazy
cytoplazmatickej membrany 'udskych erytrocytov u
pacientov s chronickym ochorenim obli¢iek v 2. a 3
Stadiu Vv porovnani s kontrolnou skupinou zdravych
dobrovolnikov.
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1 Uvod

Chronické ochorenie obli¢iek (CKD) sa vyznacuje
progresivnou stratou oblickovych funkcii behom
mesiacov, resp. rokov. Je znamym faktom, Zze
intracelularna koncentracia vol'ného
cytoplazmatického vapnika ([Ca*];) je pri tomto
ochoreni zvysena [Gafter et al., 1989]. Kym
kratkodobé zvysenie [Ca®']; je fyzmloglckym dejom
a nevyhnutnym signalom pri regulacii bunkovych
procesov, dlhodobé zvySenie mbze viest
k nezvratnému poskodeniu bunkovych funkcii
a Struktr. Zmeny metabolizmu vépnika na
bunkovej urovni mdzu byt spOsobené: zmenou
funkénosti Vapmkovych kanalov, zmenou ich
expresie alebo znizenou aktivitou Ca*-ATPazy
[Lajdova et al., 2009]. Ca**-ATPaza je transportny
protein, nachadzajum sa v cytoplazmatickej
membrane bunky, zodpovedny za aktivny transport
vapnika z bunky.

Viaceré stadie dokazuju, ze najméi pri
termmalnych Stadiach CKD je znizenad aktivita
ca’ -ATPazy jednym z faktorov zodpovednych za
zvysenu [Ca®']; [Gafter et al., 1989], [Spieker et al.,
1993]. Tiez u deti v 2. — 4. étédiu CKD bola zistené
znizena aktivita Ca®*-ATPazy [Polak-Jonkisz et al.,
2010].
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V naSej praci sme sa zamerali na sledovanie
zmien v aktivite Ca*-ATPazy pri dospelych
pacientoch v skor$ich $tadiach, konkrétne v 2. — 3.
Stadiu CKD.

2 Material a metédy

2.1 Pacienti

Skupina CKD bola tvorena 15 pacientmi s vekom
62,3+12,2 (mean+SD), pomer muzov k zenam bol
11:3. Kontrolna skupina bola zlozenda z 31
subjektov, s priemernym vekom 52,7+13,8, pomer
muzov k zenam bol 16:15. Pacienti neboli lieceni
vit. D.

Ako biologicky material sme vyuzili vzorku
ludskej krvi, ktora nam bola poskytnuta
z Laboratoria experimentalnej a klinickej biochémie
Slovenskej zdravotnickej univerzity v Bratislave.
Krv bola odoberana do skimaviek s heparinom,
nasledne bola oddelend plazma, leukocyty
aj trombocyty a masa erytrocytov bola vyuzitd na
tuto pracu.

2.2 Meranie

Pracovne médium vyuzité pri merani aktivity
enzymu Ca’ -ATPazy pozostavalo zo: 100 mmol/Il
TRIS (2 — amino — 2 — hydroxymetyl — propan — 1,3
— diol), 80 mmol/l KCI, 3 mmol/l MgCl,, 0,2
mmol/l EDTA (kyselina etyléndiamintetraoctova), 1
mmol/l ouabain oktahydrat. Hodnota pH 7,4 bola
doladena pomocou HCIl V jednom 2z médii sa
nachadza a v druhom sa nenachadza 5 mmol/l
CaC|2.

Na izolaciu membran bola pouzitd Standardna
metéda Hanahana a Ekholmovej [Hanahan, 1974].
K vyizolovanym membranam sme pridali pracovné
médium a po dodani ATP prebiechala reakcia pri
37°C 60 min. Nasledne sme reakciu zastavili

pridanim  TCA  (kyselina trichloroctova).
Kolorimetrickou metédou, S vyuzitim UV-VIS
spektrofotometera  Schimadzu UV-1700, sme

stanovili mnozstvo anorganického fosfatu (P;), ktoré
vzniklo Stiepenim ATP pri prechode i6nov vapnika.
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Aktivitu Ca**-ATPazy sme stanovili ako rozdiel
v médiu obsahujicom vapnik a v médiu bez
vapnika ako nmol P; na mg proteinu za hodinu.
Bielkoviny sme stanovili Lowryho metédou
[Lowry, 1951].

3 Vysledky

Priemerna hodnota aktivity enzymu Ca®*-
ATPazy pre skupinu pacientov s chronickym
ochorenim obli¢iek bola (45,86 + 15,99) nmol
Pi/mg/h, pre kontrolna skupinu bola (60,50 + 21,65)
nmol Pi/mg/h. Vysledky uvadzame ako mean+SD.
Pre Statistické porovnanie strednych hodnoét aktivity
enzymu Ca®*-ATPazy medzi skupinami sme overili
normalne rozdelenie dat pomocou Shapiro - Wilk
W testu. Dany test neodhalil Ziadny naznak
nenormalneho rozdelenia dat. Tym padom sme na
porovnanie strednych hodnét aktivity enzymu Ca®'-
ATPézy medzi skupinami mohli pouzit' Studentov
neparovy t — test (P = 0,0248 < 0,05).
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Graf 1 Krabicovy diagram porovnavajici
strednii  hodnotu  aktivity = Ca®-ATPazy
v kontrolnej skupine a v CKD.
Stredna hodnota s 95 % intervalom spol'ahlivosti
predstavuje odhad skutocného priemeru danej
skupiny (populacie).

4 Zaver

Na zaklade porovnania strednych hodnot,
dochadzame k zaveru, ze sme zistili signifikantny
pokles aktivity enzymu Ca”"-ATPazy
cytoplazmatickej membrany 'udskych erytrocytov u
pacientov s chronickym ochorenym obliciek v 2. a 3
Stddiu  oproti  kontrolnej  skupine zdravych
dobrovolnikov.
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