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Abstract

Patients with chronic kidney disease (CKD) have several times higher concentration of intracellular
calcium, Plasma membrane calcium ATPase (PMCA) is a transport protein, responsible for long-term
regulation of intracellular calcium levels, which is used for excretion of calcium in all cukarvotic cells,
In this paper, we examined dependence of Ca™*-ATPase activity of human erythrocytes on the age of
the subject and whether there 15 a change due to chronic kidney disease, We measured the PMCA
activity of 31 healthy volunteers (age range 32 — 82) and 30 patients with chronic kidney disease in the
carly stages (age range 32-77). For neither of the groups the comelation coefficient was significantly
different from zero. In our analysis. we have not revealed a correlation between the Ca’'-ATPase
activity and the age of subjects in any groups.

Uvod

Castou nasho relativne komplexného vyskumu, zameraného na monitorovanie
parametrov u pacientoy s chronickym ochorenim obli¢iek (CKD), je a) sledovanie vybranych
enzymov v krvi. Enzym, na ktory sustredujeme svoju pozornost je vapnikova ATPaza
plazmatickej membrany (PMCA) [udskych erytrocytov. PMCA je transportny protein. ktory
predstavuje  jeden zhlavnych dopravnych  mechamizimov  plazmaticke;  membrany
zodpovednym za dlhodobui reguliciu pokojovej hladiny intracelularneho vépnika, ktory shizi
na vylucovanie vapnika zo vietkych eukaryotickych buniek. ATPaza funguje mechanizmom
aktivneho transportu, pricom energia ziskana z hydrolyzy ATP sa vyuZiva na prenos 10nov
cez membranu, Pacienti s chronickym ochorenim obli¢iek maji niekolkondsobne zvydend
koncentraciu intracelularneho vapnika (Gafter et al, 1989; Yang, 1990; Zidek et al., 1992).
Prave toto zvySenie nas motivovalo k Stidiu vapnikove] A'l'Pazy ako jedncho z mechanizmov
ovplyviiujicich metabolizmus vipnika (Kaderjakova et al., 2012). Akuvita véapnikovej
ATPazy viak moZe byl ovplyviliovand viacerymn faktorrm. V tomto prispevku sme sa
zaoberali otdzkou, ¢i je aktivita enzymu Ca”-ATPazy Mudskych erytrocytov zdvisla od veku
subjektov a ¢i dochadza k zmene tejto korelacie vplyvom ochorenia obliciek. Uvadza sa, Ze
po 30. roku Zivota dochddza k poklesu trovne glomerulame) filtracie coblidiek, jedného
7 parametrov charakterizujiicich stav oblitiek, v priemere o 0,8 mLimin/1,73 m’ za rok
(Glassock, 2009). V zavislosti od veku, je bazalna aktivita CEH-A'I'P:&ZF novorodencov a deti
do 7 rokov vy$%ia ako dospelych jedincov a dosahuje maximum vo veku 8 — 13 rokov
(Friéderichs, Wurz, 1990). Tieto vysledky by mohli naznaovat’, e sa aktivita Ca™ -ATPézy
behom Zivota meni.
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Material a metédy

Na zodpovedanie vyskumnej otdzky tohto prispevku sme zmerali aktivitu enzymu
Cal+—ATPézy 31 zdravym dobrovelnikom (pomer Zen k muom bol 15:16) a 30 pacientom
s chronickym ochorenim oblitick v skorych Stadidch (pomer Zien k muzom bol 12:18).
V kontrolngj skupine zdravych dobrovolnikov bolo vekove rozpitie 32 — 82 rokov so
strednou hodnotou veku 57,1 + 14,6 (mean + SD). V skupine pacientov s chronickym
ochorenim oblitiek bolo vekové rozpitie 32 — 77 rokov so strednou hodnotou veku 52,7+
13,8 (mean + SD). Pacienti aj zdravi dobrovolnici boli informovani osobne aj pisomne
a podpisali Informovany sihlas. Protokoly boli odsihlasené Etickou komisiou Slovenskej
zdravotnicke] univerzity. Krv bola odoberand do skiimaviek s heparinom, ndsledne bola
oddelena plazma, leukocyty aj trombocyty a masa erytrocytov bola vyuzitd na tito pracu.
Metodou Hanahan & FEkholmovej sme vyizolovali plazmatickd membranu (Hanahan,
Ekholm, 1974). Pri transporte idnov vipnika ATPdzou dochadza k hydrolyze ATP na ADP
a anorganicky fosfat (P;). Aktiviu Ca™'-ATPazy sme vypocitali ako nmol P, ktoré vznikli
Stiepenim ATP pri prechode iénov vépnika, vztiahnuté na | mg proteinu danej membrany za
hodinu (nmol Pymg/h). Obsah bielkovin sme stanovili Standardnou Lowrvho metodou
(Lowry, 1951). Anorganicky fosfit sme stanovili spektroskopicky (UV-VIS spektrofotometer
Schimadzu UV-1700) s vyuzitim kolorimetrického fosfatového kitu {Phosphate Colotimetric
Assay Kit, Biovision), poskytujliceho intenzivny absorpény pas okolo 650 nm.

Vysledky a diskusia

Na grafe ¢islo | je zndzomend zdvislost aktivity enzymu CazJ'-ATPézy od veku
subjektov pre kontrolnt skupinu zdravych dobrovelnikoy s vynesenou linedrnou regresiou.
Na grafe ¢islo 2 je znazornena zévislost aktivity Ca™-ATPazy od veku subjektov pre skupinu
s chronickym ochorenim obliciek, Statisticky sme vysledky testovali analyzou Simple linear
regression & Correlation (StatsDirect). Zistili sme. Ze ani pre jednu z testovanych skupin nie
J& korelaény koeficient signifikantne rozny od nuly. V nadej analyze sme neodhalili koreldciu
medzi akiivitou enzymu Ca?'+—AT'TJzizy a vekom subjektov v ziadnej z testovanych skupin,
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Graf 1 Zivislost® aktivity enzymu Ca'*-ATPézy od veku pre kontrolni skupinu (o = 31) s linedrnou
regresion s predpisom: v = 0,367054x + 41,145671
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Graf 2 Zavislost’ aktivity enzgmu Ca’ -ATPazy od veku pre CKD skupinu {n = 3) § linedrnou regresiou
s predpisom: y = - ,070165x + 47,710768
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Nase vysledky si vzhode svysledkami uvadzanymi v literatare. U diabetickych
pacientov-bolo zistené signifikantné znizenie aktivity Na'/K'-ATPazy u skupiny starfich
subjektov oproti mlad§im, aviak u Ca’'-ATPazy sa nepozorovala #iadna zmena (Rabini et al.,
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1997). Tiez bazalna aktivita Ca*'-ATP4zy nebola ovplyvnena vekom subjekiu, ale v skupine
starSich pacientov (> 60 rokov) bola o 23 % zniZend citlivost’ enzymu na tyroidny hormon T,
oproti mladsej skupine (= 50 rokov) (Davis et al., 1987), Nebola potvrdend ani Ziadna
signifikantnd zmena v aktivite enzymu muZov v porovnani so Zenami, (Friederichs, 1990).
Statistickd analyza neodhalila Zadnu koreldciu medzi aktivitou Mg*-ATPazy, Na'/K'-
ATPézy, Ca™ -ATP4zy a vekom, pohlavim alebo fizou mengtruaéného cyklu (Remnila, 1982).
Zmeny v aktivite enzymu mézu byt spdsobené pred-,receptorovou’ poruchou (o zohrava
ulohu v skupine chorych), poruchou v proteine alebo poéte exprimovanych proteinov.
Nepritomnost’ efektu (predpokladane] zmeny aktivity enzymu Ca.“-ATPézy s vekom) mbze
byt sposobena najmé tym, Ze aktivitu Ca™"-ATPazy ovplyviuji dva dolezité faktory, ktoré
mdzu sposobit’ jej aktualne a rychle vykyvy v ramei skupiny ato hladina glukézy a krvny
tlak. Diabeticki pacienti maji znizeni aktivitu Ca**-ATPazy (Flecha et al., 1990), zaroveri
Ca*"-ATPiza negativne koreluje s krvnym tlakom (Song, 1990).

Laver

V tejto publikacii sme porovnali 31-glennii skupinu zdravych dobrovelnikov s vekovym
rozpitim 32 — 82 rokov a 30 ¢lennt skupinu pacientov s chronickym ochorenim obliciek
v skorSich §tadidch s vekovym rozpitim 32 - 77 rokov. Zaoberali sme sa otdzkou. i je
aktivita enzymu Ca” - ATPazy Fudskych erytrocytov zavisla od veku subjektov, a &1 dochadza
k zmene korelacie aktivity Ca’ -ATPézy svekom subjektu vplyvom ochorenia oblidiek,
Statistickd analyza naSich vysledkov neodhalila koreldciu medzi aktivitou enzymu Ca’'-
ATPazy v skupine zdravych dobrovolnikov, ani v skupine pacientov s chronickym ochorenim
obli¢iek.
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