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Biatko Klotho a przewlekia choroha nerek

STRESZCZENIE

W 1997 roku dr Kuro-o i wsp. odkryli gen Klotho
i nazwali go imieniem jednej z Mojr (tej, ktora nawija-
fa na wrzeciono nic¢ zycia). Ekspresja biatka Klotho
zachodzi w roznych tkankach, szczegoinie cewkach
dystalnych w nerce, splocie naczyniowkowym
w mozgu oraz w przytarczycach. Biatko Klotho ma
tez aktywnosc B-glukuronidazy. Zwierzeta pozbawio-
ne tego genu wykazujg cechy przedwczesnego sta-
rzenia sig. Jest ono kofaktorem dla czynnika wzro-
stowego fibroblastow 23 (FGF23). Czynnik FGF23 to
jeden z najnowszych czfonkdw rodziny FGF — po-
chodzacy z kosci hormon fosfaturyczny, ktory ha-
muje nerkowa reabsorpcje fosforanow i powoduje
ich wydalanie oraz — poprzez hamowanie 1ca-hy-
droksylazy i stymulowanie 24-hydroksylazy — po-

WSTEP

W greckiej mitologii Klotho (gr. Kiw6ad
‘ta, ktora przedzie ni¢’) byta najmtodsza
z Mojr (w mitologii rzymskiej Parki; ryc. 1).
Klotho nawijata na wrzeciono ni¢ zycia. We-
dtug Teogonii Hezjoda ona i jej siostry, Atro-
pos (splatata ni¢ w tkaning) i Lachesis (zry-
wata ni¢ zycia), byly corkami Nocy. W 1997
roku dr Kuro-o i wsp. odkryli gen, ktéry na-
zwali wtasnie imieniem Klotho [1]. Gen Klo-
tho (ma on ponad 50kDa, 5 eksonéw) znaj-
duje si¢ na chromosomie 13. Myszki Klotho
(ryc. 2) powstaly przez przypadek, jako jedna
z linii transgenicznych myszek (mutacja inser-
cyjna jednego genu i potem rozpad gendéw
w tym miejscu), ktéra wydawata si¢ bezuzytecz-
na az do momentu, gdy okazato si¢, ze homo-
zygoty juz w 4. tygodniu maja fenotyp starze-
nia si¢, a ging okoto 2. miesiaca. Moze zatem
gen Klotho op6znia efekt starzenia si¢, wply-

woduje zmniejszenia stezenia 1,25(0H) witaminy D.
System Klotho/FGF23 ma zatem przeciwstawne
dziatanie do witaminy D poprzez dziafanie: 1a-hy-
droksylazy (w nerce), 24-hydroksylazy (w nerce)
oraz PTH (w przytarczycach). Efektem tego jest
zmniejszenie stezenia witaminy Ds. Stezenie biatka
Klotho jest zmniejszone w przewlekfej chorobie ne-
rek. Myszy bez genu Klotho i pacjenci ze schytkowa
niewydolnoscig nerek majg wspolne cechy, takie jak:
hiperfosfatemia, zwapnienia naczyn czy wysokie ste-
zenie FGF23. Z drugiej strony biatko Klotho powoduje
powstanie insulinooporno$ci i wszystkie zwigzane
z tym konsekwencje. Czyzby to byfa cena za wydtu-
zenie zycia przy ,nadaktywnym” genie Klotho?
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wa na osteoporoze, zapobiega miazdzycy naczyn
czy utracie sprawnosci mi¢$ni? Hiperfosfatemia
i hiperkalcemia sa obserwowane w 3.—4. tygo-
dniu zycia myszek, czyli 2 tygodnie wczesniej,
zanim pojawiaja si¢ pierwsze oznaki starzenia
sie, takie jak zwapnienia naczyn przypomi-
najace zwapnienia Srodkowej czesci aorty
typu Monckeberga (arteriosclerosis), zwap-
nienia u os6b w podesztym wieku, cukrzycy,
przewleklej chorobie nerek, w ktorej wyste-
puja takze zwapnienia malych tetnic w ner-
kach [2-5]. Z kolei myszki z ,,nadaktywnym”
genem Klotho zyja dluzej niz normalne (sa-
miczki 0 19% i samce o0 31%), ale maja mniej
myszat i rozwija si¢ u nich insulinoopornos¢,
a w konsekwencji cukrzyca (czyzby to byla
cena za dlugowiecznosé?) [6].

U myszek Klotho cechy starzenia si¢ obej-
muja: skrocenie czasu przezycia, opdznienie
wzrostu, hipogonadyzm, przedwczesna inwolu-
cje grasicy, zanik skory, zaniki migSniowe,
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Rycina 1. Mojry (Parki). Klotho (0znaczona strzatkg) nawijata na wrzeciono ni¢ zycia. Wediug
Teogonii Hezjoda ona i jej siostry, Atropos (splatata ni¢c w tkaning) i Lachesis (zrywata ni¢

zycia), byty corkami Nocy

Rycina 2. Myszki Klotho

»Qbnizona ekspresja
genu Klotho moze sie
przyczyniac do wielu
powiktan przewlekiej
choroby nerek44
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zwapnienia naczyn, osteoporoz¢, rozedme
pluc, zwapnienia ektopowe, degeneracj¢ neu-
ronéw ruchowych i upoSledzenie stuchu.
W dodatku kilka polimorfizméw (dotyczacych
jednego nukleozydu) ludzkiego genu Klotho
jest zwigzanych z czasem przezycia, wystepo-
waniem osteoporozy, udaru, choroby niedo-
krwiennej serca, sugerujac potencjalna role
tego genu w regulacji procesu starzenia si¢ oraz
schorzen zwigzanych z wiekiem [7-9]. Ponad-
to homozygotyczna mutacja typu missence
ludzkiego genu Klotho powoduje istotne zwap-
nienia naczyn oraz hiperfosfatemi¢ — zmiany
obserwowane takze u myszek pozbawionych
genu Klotho (Klotho-deficient mice) [10]. Gen
Klotho koduje pojedyncze biatko przezbtono-
we. Domena zewngtrzkomorkowa ma dwie
domeny homologiczne z sekwencja podobna
do -glukuronidazy roslin i bakterii. Aktywnos$c¢
Klotho jest podobna do S-glukuronidazy, acz-
kolwiek nie obserwuje si¢ jej w rekombinowa-
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nym biatku Klotho. Jest to prawdopodobnie
zwigzane z faktem, ze we wszystkich genach
zrodziny S-glukuronidaz reszty aminokwasowe,
niezbedne do posiadania tej aktywnoSci enzy-
matycznej, s takie same, za$ w rekombinowa-
nym biatku Klotho zostaly one zastapione inny-
mi aminokwasami. Natomiast dodanie sztucz-
nych substratéw do tej rekombinowanej domeny
bialka Klotho powoduje pojawienie si¢ aktyw-
nosci f-glukuronidazy [11]. Ekspresja biatka
Klotho zachodzi w r6znych tkankach, szczegdl-
nie cewkach dystalnych w nerce, splocie naczy-
niéwkowym w moézgu oraz w przytarczycach [1].

BIALKO KLOTHO A NERKI

Biatko Klotho (ryc. 3) istnieje w nerce
w dwoch formach:

— zwigzane z btong (komorki nabtonka ce-
wek — renal epithelial cell),

— wydzielnicze (secreted) — krew, ptyn moz-
gowo-rdzeniowy, mocz.

Koh i wsp. [12] oceniali bioptaty pocho-
dzace od 10 pacjentéw z klinicznymi i histo-
patologicznymi rozpoznaniami przewleklej
choroby nerek. Stwierdzili oni, ze poziom eks-
presji genu Klotho (oceniany metoda RNase
protection assay) i ekspresja biatka Klotho
(oceniana przy uzyciu Western blot i immuno-
histochemicznie) byly istotnie obnizone u tych
pacjentow. Sugeruje to, ze obnizona ekspresja
genu Klotho moze si¢ przyczynia¢ do wielu po-
wiktan przewleklej choroby nerek. Czynnik
wzrostowy fibroblastow 23 (FGF23) (ryc. 4) to
jeden z najnowszych cztonkéw rodziny FGF —
pochodzacy z kosci hormon fosfaturyczny, kto-
ry hamuje nerkowa reabsorpcje¢ fosforanéw
i powoduje ich wydalanie oraz — poprzez
hamowanie la-hydroksylazy i stymulowanie
24-hydroksylazy — powoduje zmniejszenia ste-
zenia 1,25(OH), witaminy D;. Mutacja typu
gain-of-function powoduje utrate fosforanéw
(krzywica hipofosfatemiczna ADHR, autoso-
malna, dominujaca u ludzi), za§ mutacja typu
loss-of-function powoduje retencje fosforanow
(hiperfosfatemia u myszy FGF23 knockout)
[13-18]. Myszy pozbawione genu Klotho maja
ponad 1000 razy wyzsze stezenia FGF23 niz
typ dziki. Z kolei fenotyp myszek pozbawio-
nych genu Klotho, bardzo podobny do myszek
pozbawionych genu dla FGF23, jest praktycz-
nie taki sam [19]. Pojawia si¢ zatem pytanie,
czy Klotho ma zwiazek z przekazem sygnatu
FGF23? Sugerowac to moze dziatanie tych
dwo6ch hormonéw na podobnym szlaku sygna-
lizacyjnym. Ot6z okazalo sig, ze biatko Klo-



tho wiaze si¢ z r6znymi receptorami dla FGF
(1, 2, 3, 4; moze by¢ nawet 30-40 izoform tych
receptoréw), a gtéwnie wiaze si¢ z receptora-
mi 1Ic, 3c i 4c dla FGF. Kompleks Klotho/
/FGFR wiaze si¢ z FGF23, za§ FGF23 potrze-
buje Klotho do aktywacji drogi przekazniko-
wej FGFE Zatem Klotho funkcjonuje jako nie-
zbedny koreceptor dla FGF23. Aktywacja sys-
temu FGF23/Klotho prowadzi do ujemnego
bilansu fosforanowego poprzez: pobudzanie
wydalania fosforanéw w cewce proksymalnej
oraz hamowanie nerkowej produkcji witami-
ny D w cewkach proksymalnych [20, 21].

HISTORIA WITAMINY D — ROLA KLOTHO?

U pacjentéw z przewlekta choroba nerek
(eGFR < 60 ml/min) czg¢sto$¢ wystgpowania
niedoboru witaminy 25(OH)D; wynosi 12%
(stezenie < 15 ng/ml) za§ witaminy 1,25(OH),D;
— 32% (stezenie < 22 pg/ml) [22]. W gru-
pie chorych po zabiegu transplantacji nerki
(w réznym czasie po transplantacji) stwier-
dzono niedobdr witaminy D; azu 75,5% [23].
W skoérze zachodzi konwersja witaminy D; do
nieaktywnych steroli, gtéwnie na drodze enzy-
matycznej poprzez cytochrom CYP24A1 do
24,25-(OH),D; i 1,24,25-(OH),D;, [24]. Cyto-
chrom ten jest pobudzany przez 1,25-(OH),D;,
diete¢ wysokofosforanowa oraz FGF23. Liu
i wsp. [16] wykazali, ze kalcytriol powoduje za-
lezne od dawki zwigkszenie stezenia FGF23.

System Klotho/FGF23 ma zatem prze-
ciwstawne dziatanie do witaminy D poprzez
dziatanie la-hydroksylazy (w nerce), 24-hy-
droksylazy (w nerce), oraz PTH (w przytarczy-
cach). Efektem tego jest zmniejszenie stgze-
nia witaminy D;.

ENIGMA KLOTHO/FGF23

Reabsorpcja fosforandw i synteza witami-
ny D zachodzi gtéwnie z cewkach proksymal-
nych. Najwicksza ekspresja genu Klotho zacho-
dzi w cewkach dystalnych. Co zatem robi bial-
ko Klotho w cewkach dystalnych, jaka jest jego
rola? Ot6z Klotho moze by¢ zluszczane i roz-
szczepiane na powierzchni komorki przez pro-
teaze btonowa ADAM10 i wydzielane do prze-
strzeni pozakomoérkowej. U szczurdw, ktorym
podawano dozylnie rekombinowane biatko
Klotho, zaobserwowano spadek stezenia fos-
foranéw w surowicy oraz fosfaturi¢. Ponadto,
wydzielnicze (secreted) Klotho powoduje fos-
faturie niezaleznie od FGF23. W warunkach
fizjologicznych 70-80% fosforandw jest reab-
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Rycina 4. Mechanizm dziatania FGF23
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Rycina 5. Gospodarka Ca-P w przewlekiej chorobie nerek (stadium 5)

sorbowanych w cewkach proksymalnych.
W cewkach proksymalnych kotransporter fos-
foranéw typu 2a znajduje si¢ na rabku szczo-
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teczkowym lub btonie apikalnej i pierwotnie
odpowiada za wychwyt fosforanéw z przesaczu
cewkowego. Biatko Klotho powoduje usuwa-
nie glikanéw z kotransportera Na/P i kanatu
wapniowego-TRPVS5. Biatko Klotho wykazuje
aktywnos¢ B-glukuronidazy, poprzez czesciowa
glikozylacje TRPVS utatwia ,,wciagnigcie”
tego kanatu wapniowego do btony komérko-
wej i tym samym utatwia translokacje Ca’* do
komérek. Synteze biatka Klotho stymuluja za-
réwno PTH, jak i 1,25(OH)2D. Ekspresj¢
TRPVS zwigksza tez bradykinina i alkalizacja
tworzacego si¢ moczu, za$§ wzrost stezenia H+
w tworzacym si¢ moczu zmniejsza liczbe kana-
téw TRPVS i wchtanianie zwrotne Ca™* przez
cewki nerkowe [25-27]. Zatem wydzielnicze
Klotho jest endokrynnym regulatorem funkcji
glikoprotein na powierzchni komorek.

DLACZEGO NIEDOBOR KLOTHO/FGF23
WYGLADA JAK STARZENIE SIE?

Ograniczenie spozycia fosforandéw znosi
wiele fenotypowych objawdéw starzenia si¢
u myszek Klotho—/— i FGF23—/-[28]. Zmniej-
szenie podazy witaminy D w diecie powoduje
spadek stezenia fosforandéw w surowicy i zno-
si wiele fenotypowych objawdw starzenia si¢
u myszek Klotho—/- i FGF23—/- [29]. Prowa-
dzi to do kolejnych pytan. Czy zatem fenotyp
,starzenia si¢” jest spowodowany przez ,,tok-
syczno§c¢ fosforanéw” [30]. Czy fosforany przy-
spieszaja starzenie si¢? Czy zmniejszenie po-
dazy fosforanéw spowalnia starzenie si¢?

PRZEWLEKEA CHOROBA NEREK
— CZY JEST TO NIEDOBOR KLOTHO?

Stezenie Klotho jest zmniejszone w prze-
wlektej chorobie nerek [12]. Myszy bez genu
Klotho i pacjenci ze schytkowa niewydolnoScia

nerek maja wspdlne cechy, takie jak: hiperfos-
fatemia, zwapnienia naczyf oraz wysokie ste-
zenie FGF23. Wydaje si¢, ze wydzielnicze Klo-
tho zapobiega rozwojowi przewlektej choroby
nerek. U myszy transgenicznych (7g-KI mice)
w modelu przewlektej choroby nerek (nefrek-
tomia jednostronna i cz¢Sciowa po drugie;j stro-
nie) nie rozwijaja si¢ cechy choroby (taki sam
klirens kreatyniny, biatkomocz, stezenia wap-
nia, fosforanéw czy kreatyniny jak w grupie
kontrolnej u zwierzat pozornie operowanych
— sham operated) [31, 32].

Biatko Klotho mozna oznaczaé w suro-
wicy, przy uzyciu metody SRM (selection re-
action monitoring). Z prébek poprzez przesa-
czanie na kolumnach usuwa si¢ czg$¢ biatka
(12 gbérnych frakcji), potem wystepuje trawie-
nie trypsyna, wymiana kationéw i na anali-
zatorze SRM Quantum Ultra. U zdrowych
0s6b $rednie stezenie Klotho w surowicy wy-
nosi 17 ng/ml (142 pM), za§ w ESRD — okoto
2 ng/ml (ASN, San Diego 2008).

,DRUGA STRONA KSIEZYCA”

Klotho zaburza fosforylacje, w ktérej po-
Sredniczy insulina, blokuje stymulowany insu-
ling wychwyt glukozy i powoduje obnizenie
malonylu koenzymu A, promujac w ten sposob
powstawanie oksydowanych kwaséw thuszczo-
wych. Biatko Klotho powoduje powstanie in-
sulinoopornoSci i wszystkie zwiazane z tym
konsekwencje [33]. Czyzby to byla cena za wy-
dtuzenie zycia przy ,,nadaktywnym” genie Klo-
tho? Konsekwencjami wydhluzenia zycia, w kto-
rym istotna rol¢ wydaje si¢ odgrywac biatko
Klotho, sa pojawiajace si¢ problemy zwiazane
z insulinoopornoscia, a nastepnie rozwojem cu-
krzycy z jej konsekwencjami. Sg to zatem pro-
blemy z ktérymi boryka si¢ wspotczesna cywi-
lizacja i medycyna, stworzona na jej potrzeby.
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