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Streszczenie: Gen a-klotho zostat zidentyfikowany jako gen supresorowy starzenia. Mutacje prow-
adzace do inaktywacji genu a-klotho sa przyczyna pojawienia si¢ fenotypu przedwczesnego starzenia,
mutanty takie zyja rowniez krocej. Natomiast nadekspresja genu a-klotho u myszy hamuje procesy
starzenia 1 wydluza czas przezycia, w czym wydaje si¢ uczestniczy¢ mechanizm hamowania $ciezki
sygnatowej insulina/IGF-1 oraz stresu oksydacyjnego. Odkrycie biatka a-klotho doprowadzito do
identyfikacji nowych osi endokrynnych taczacych zaburzenia w homeostazie gospodarki wapnio-
wo-fosforanowej ze starzeniem si¢ organizmu. Blonowe biatko a-klotho funkcjonuje jako niezbed-
ny koreceptor dla czynnika wzrostowego fibroblastow 23 (FGF23), natomiast wydzielnicze biatko
a-klotho wykazuje aktywnos¢ -glukuronidazy i aktywuje kanaty wapniowe (TRPV2/5/6) oraz kanaty
potasowe (ROMK1). Biatko a-klotho wplywa rowniez na takie $ciezki sygnalizacyjne, jak Wnt/p-kats
enina, PI3K/PKB, p53/p21, czy cAMP/PKA.

Stowa kluczowe: o-klotho, gospodarka wapniowo-fosforanowa, FGF23, -klotho

Summary: The a-klotho gene was identified as an aging suppressor gene. In mice loss of function mu-
tations of a-klotho gene cause appearance of human aging-like phenotype and shortens the lifespan.
Overexpression the a-klotho gene suppresses mice aging and extends the lifespan, it may involve the
mechanism of suppression of insulin/IGF-1 signalling and oxidative stress. The a-klotho protein dis-
covery caused the identification of novel endocrine axes that link calcium and phosphate homeostasis
disorders and aging. Membrane a-klotho protein functions as a coreceptor regulating fibroblast growth
factor 23 (FGF23) signalling. Soluble o-klotho protein acts as a f3-glucuronidase and activates ion
channels: TRPV2/5/6 and ROMKI1. The a-klotho protein also influences signalling pathways includi
ing Wnt/B-catenin, PI3K/PKB, p53/p21, cAMP/PKA.
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Wykaz stosowanych skrétow: a-KI- — myszy z nokautem genu o-klotho, ADAM10/17 — o-sekretazy,
metaloproteinazy dezintegryn zalezne od jonéow cynku, BACE1 — B -sekretaza, proteaza aspartylowa
Asp2, PPARy — receptory aktywowane proliferatorami peroksysomow typu gamma, COS-7 — lin-
ia komorkowa uzyskana z nerki afrykanskiej malpy zielonej Cercopithecus aethiops, FGF23 — ludzki
czynnik wzrostowy fibroblastow 23, Fgf23 — mysi czynnik wzrostowy fibroblastow 23, Fgfl5 — mysi
czynnik wzrostowy fibroblastow 15 (odpowiednikiem u ludzi jest FGF19), Fgf21 — mysi czynnik wz-
rostowy fibroblastow 21, PTH — parathormon, ADHR — autosomalna dominujaca krzywica hipofos-
fatemiczna, Cyp27b1 — gen kodujacy 1a-hydroksylaze, Cyp24 — gen kodujacy 24-hydroksylaze, Fgf23-
~ — myszy z nokautem genu kodujacego czynnik wzrostowy Fgf23, Fgfr-1c, -3¢ i-4 — receptory dla
czynnikow wzrostowych fibroblastow typu 1c, 3¢ 14, TRPV2/5/6 (ang. Transient Receptor Potential
Vanilloid) — zmiennopotencjatlowe waniloidowe kanaty wapniowe typu 2, 5 1 6, TRPC-1 (ang. Canoni-
cal Transient Receptor Potential 1) — zmiennopotencjatowy, kanoniczny kanat wapniowy typu 1, ulega-
jacy ekspresji w komoérkach §rodbtonka, ROMKI1 — kanat potasowy typu 1, VEGF — czynnik wzrostu
srodbtonka naczyniowego, Na*/K+*ATP-aza — pompa sodowo-potasowa, cAMP — cykliczny AMP, PKA
— kinaza biatkowa A, PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, PKB — kinaza biatkowa B, PKC — kinaza
biatkowa C, MAPK - kinazy aktywowane mitogenem, HUVEC — komorki $rodblonka naczyniowe-
go izolowane z ludzkiej zyly pepowinowej, FOXO — rodzina czynnikéw transkrypcyjnych O z rodziny
forkhead, MnSOD — manganowa dysmutaza ponadtlenkowa, Wnt/p-katenina — szlak sygnatowy od-
grywajacy role w embriogenezie i karcynogenezie oraz w procesach fizjologicznych zachodzacych w or-
ganizmie, IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostowy 1, RFT — reaktywne formy tlenu, p53 — biatko
o wlasciwosciach supresora nowotworowego odpowiedzialne za utrzymanie integralno$ci genomu, p21
— biatko o wlasciwosciach regulatora cyklu komorkowego, inhibitor kinaz cyklinozaleznych

WSTEP

W procesach starzenia si¢ organizmu istotng rolg¢ odgrywaja m.in. zaburzenia
homeostazy wapniowo-fosforanowej, zmniejszenie efektywnosci dziatania insuliny
oraz nasilony stres oksydacyjny. Prawidlowy poziom wapnia i fosforanow we krwi
zalezy od utrzymania rownowagi pomi¢dzy wchtanianiem tych pierwiastkow w je-
licie, mobilizacjg z kosci 1 wydalaniem ich z moczem. Metabolizm wapnia i fosfo-
randéw jest regulowany przez wiele czynnikow, w tym przez witamine D, parathor-
mon i kalcytonine. Ostatnie badania wskazuja jednak, ze w regulacji gospodarki
wapniowo-fosforanowej istotng rol¢ odgrywa réwniez biatko a-klotho, dzialajac
w kooperacji z biatkiem FGF23. Co wigcej, a-klotho wptywa rowniez na $ciezke
sygnatowa insulina/IGF-1 oraz na stres oksydacyjny, a wiec procesy zwigzane z pa-
togenezg chordb wieku podesziego.

Gen o-klotho zostal zidentyfikowany u myszy w 1997 roku, przy czym wyka-
zano, ze brak biatka a-klotho powoduje pojawienie si¢ fenotypu przedwczesnego
starzenia. Rok pdzniej gen a-klotho zostat zidentyfikowany réwniez u czlowieka.
Nazwa genu wywodzi si¢ z mitologii, istnieje bowiem mit o trzech Mojrach (w mi-
tologii rzymskiej okreslanych jako Parki), boginiach losu i przeznaczenia, ktore
wyznaczaty dhugos¢ ludzkiego zycia. Byly to corki Zeusa i Temidy: Lachesis —
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przydzielajaca los, ktora jako pierwsza snuta ni¢, Klotho — przadka nici ludzkiego
zycia, ktora przedstawiana byta z wrzecionem oraz Atropos — przecinajaca ni¢, gdy
zycie ludzkie dobiegato konca. Ze wzgledu na rolg, jaka gen a-klotho wydaje sig
odgrywa¢ w opodznianiu pojawienia si¢ procesOw starzenia, odkrywcy nadali mu
nazwe¢ pochodzaca wlasnie od bogini Klotho [34, 70].

Myszy a-KI'- (pozbawione funkcjonalnego biatka a-klotho) rozwijaja si¢ pra-
widlowo do okoto 3 tygodnia zycia, po czym pojawia si¢ u nich fenotyp przed-
wczesnego starzenia (tab.1). Myszy te umieraja okoto 8-9 tygodnia zycia, a wiec
znacznie wczesniej, niz myszy typu dzikiego [15, 33, 70]. Natomiast u myszy z na-
dekspresja a-klotho stwierdza si¢ wydtuzony czas przezycia w porOwnaniu z my-
szami typu dzikiego. Przezywaja one dluzej o ok. 20-30% w przypadku samcow
i 0 ok. 18-19% w przypadku samic, przy czym wykazujg one zwigkszong opornos¢
na insuling oraz zmniejszong ptodnos¢ (tab.1) [38, 70].

TABELA 1. Poréwnanie fenotypow myszy z nokautem genu a-klotho i nadekspresja genu a-klotho
TABLE 1. Comparison of phenotypes of a-klotho deficient and a-klotho overexpression mice

MYSZY Z NOKAUTEM GENU
a-KLOTHO

MYSZY Z NADEKSPRESJA GENU
a-KLOTHO

op6zniony wzrost, ostabiona aktywnos¢
i wyniszczenie juz okoto 3-4 tygodnia Zycia

prawidlowy wzrost

przezywaja okolo 2 miesiace

przezywaja okoto 20-30% dtuze;j,
niz myszy typu dzikiego, ktore zyja okoto 3 lat

zmniejszone wydzielanie insuliny i zwigk-
szona wrazliwo$¢ na insuling, hipoglikemia

prawidlowy lub zwigkszony poziom insuliny
1 IGF-1, zwigkszona oporno$¢ na insuling i IGF-1,
normoglikemia

hiperfosfatemia, zwickszone stgze-
nie 1,25-dihydroksycholekalcyferolu,
hiperkalcemia

prawidlowa
gospodarka wapniowo-fosforanowa

hipogonadyzm, nieptodno$¢, przedwczesna
inwolucja grasicy, ektopowa kalcyfikacja
roznych narzadow, w tym kalcyfikacja
naczyn, zmniejszona mineralizacja kosci,
atrofia skory 1 migsni, ataksja, rozedma
ptuc, zaburzenia poznawcze, utrata siersci,
obnizona synteza NO w komorkach endote-
lialnych naczyn, hiperaldosteronizm

ochrona przed uszkodzeniem nerek indukowanym
przez angiotensyne II, hamowanie indukowane;j
przez H,0, apoptozy i starzenia si¢ komoérek na-
czyn, redukcja czynnikow ryzyka arteriosklerozy,
polepszenie stuchu
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GEN I STRUKTURA BIALKA ¢-KLOTHO

Gen o-klotho sktada si¢ z 5 eksonow (ryc.1A) i znajduje si¢ na chromosomie
13q12 u ludzi, na chromosomie 5 u myszy i na chromosomie 12p12 u szczura [36,
51, 55]. Koduje on biatko btonowe typu 1 zawierajace dtugag domeng zewnatrzko-
morkowa (~130kDa), domeng transbtonowg 1 krotka domene wewnatrzkomorkowa
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RYCINA 1. A) Gen a-klotho myszy. Fgf23 — czynnik wzrostowy fibroblastow 23, Fgfrl —
receptor czynnika wzrostowego fibroblastow typu 1, P — reszta fosforanowa, ADAM10/17
— metaloproteinazy odszczepiajace zewnatrzkomoérkowa domeng biatka a-klotho B) Struk-
tura transbtonowego biatka a-klotho. Biatko to sktada si¢ z dwoch powtérzen (KL1 i KL2)
o sekwencji aminokwas6w homologicznej do B-glukuronidazy, sekwencji sygnatowej (SS),
domeny transblonowej (TM) oraz krotkiej domeny cytoplazmatycznej

FIGURE 1. A) The mouse a-klotho gene, Fgf23 — fibroblast growth factor 23, Fgfrl — fi-
broblast growth factor receptor 1, P — phosphoric residue, ADAM 10/17 — metalloprotein-
ases shedding extracellular domain of a-klotho protein. B) The structure of transmembrane
a-klotho protein. The protein is composed of two repeats (KL1 and KL2) with amino acid
sequence homology to -glucuronidase, signal sequence (SS), transmembrane domain (TM)
and short cytoplasmic domain
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(okoto 10 aminokwaséw) (ryc.1B). U ludzi biatko a-klotho zbudowane jest z 1012
aminokwasow 1 wykazuje ono 86% podobienstwa w stosunku do biatka mysiego,
zbudowanego z 1014 aminokwasow. Zewnatrzkomorkowy region a-klotho sktada
si¢ z dwoch powtorzen (KL1 1 KL2), ktore wykazujg znaczng homologi¢ do se-
kwencji aminokwasow B-glukuronidazy wystepujacej u bakterii i roslin [50].
Biatko to moze funkcjonowaé zarowno jako biatko blonowe, jak i biatko wy-
dzielnicze, ktoére powstaje na skutek odszczepienia domeny zewngtrzkomodrkowej
przez zwigzane z btona metaloproteinazy: ADAM10 i ADAM17 albo na drodze al-
ternatywnego splicingu mRNA (ryc.1A). Wydzielnicza form¢ a-klotho stwierdza
si¢ we krwi, moczu i ptynie moézgowo-rdzeniowym [35,50]. Badania, przeprowa-
dzone na transfekowanych genem a-klotho komoérkach COS-7 wykazaty, ze me-
taloproteinazy powodujg odcinanie z transblonowego biatka a-klotho fragmentéw
o wielkosci 130 kDa i 68 kDa, przy czym okazuje si¢, ze dominujacg formg jest
fragment 130 kDa. Forma o dlugosci 68 kDa moze prawdopodobnie powstawac na
skutek dalszego metabolizmu odszczepionej formy zewnatrzkomorkowej ale row-
niez w wyniku alternatywnego splicingu mRNA. Stwierdzono ponadto, ze insuli-
na indukuje odszczepienie zewnatrzkomorkowej domeny biatka a-klotho, poprzez
stymulacje proteolitycznej aktywnosci metaloproteinaz: ADAM10 i ADAM17 [9].

REGULACJA EKSPRESJI GENU a-KLOTHO

Gen a-klotho u myszy ulega ekspresji gtownie w kanalikach dystalnych nerek
i splotach naczyniowkowych komor mézgu, a w mniejszym stopniu w przytarczy-
cach, tozysku, mig¢sniach szkieletowych, pecherzu moczowym, trzustce, jadrach,
jajnikach, okreznicy i uchu wewnetrznym. U szczuréw a-klotho rowniez ulega eks-
presji gldownie w nerkach ale takze w mozgu, ptucach, jelitach i gonadach. Podob-
nie u ludzi ekspresja tego genu jest najwigksza w nerkach, chociaz wykrywa si¢ go
réwniez w tozysku, prostacie i jelicie cienkim [70].

Zbadano wiele czynnikéw, ktore moga regulowaé ekspresje genu o-klotho.
Czynniki, ktore zwigkszaja ekspresje tego genu to: dieta niskofosforanowa, 1,25-di-
hydroksycholekalcyferol, statyny (atorwastatyna i prawastatyna), agonisci PPARy
(pioglitazon) i tr6jjodotyronina. Poziom tego biatka jest rowniez zwigkszony w ner-
kach myszy z brakiem aktywno$ci aromatazy, kluczowego enzymu biosyntezy es-
trogenow, spada jednak po terapii estrogenami. Natomiast zmniejszenie ekspresji
genu a-klotho moga powodowac czynniki, takie jak: starzenie si¢, dieta wysokofos-
foranowa, niewydolno$¢ nerek, nadcisnienie, odwodnienie czy cukrzyca [2, 26, 40,
56, 64, 66, 72, 73]. Stwierdzono obnizong ekspresje tego biatka w nerkach szczu-
row stanowigcych modele ludzkich choréb, takich jak: spontaniczne nadcisnienie
u szczuréw linii SHR, nadci$nienie wywotane octanem deoksykortykosteronu,
uszkodzenia spowodowane ischemig-reperfuzja, czy u szczuréw z ostrym zawalem
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serca. Spadek ekspresji a-klotho w nerkach obserwuje si¢ réwniez na skutek dziata-
nia angiotensyny II oraz pod wptywem stresu oksydacyjnego indukowanego przez
parakwat lub H,O, [11, 33]. Jak wspomniano wcze$niej ekspresja genu a-klotho
ulega zmniejszeniu wraz z wiekiem. I tak u ludzi poziom krazacego biatka a-klotho
zmnigjsza si¢ po 40 roku zycia. Co wigcej wykazano, ze w istocie biatej mozgu
starzejacych si¢ matp nalezacych do gatunku rezus, gen a-klotho podlega mody-
fikacjom epigenetycznym (ulega wyciszeniu na skutek metylacji promotora) [14,
30]. Hamowanie ekspresji a-klotho na skutek hipermetylacji DNA zaobserwowano
rowniez w nerkach myszy po iniekcji toksyn mocznicowych [63].

FUNKCJA BLONOWEGO BIALKA o-KLOTHO

Wiadomo, Ze utrzymanie prawidtlowej homeostazy wapniowo-fosforanowej jest
niezwykle istotne dla dlugowiecznosci, a zaburzenia prowadzace do zwigkszonego
poziomu fosforandéw (ale nie wapnia) taczy si¢ z przyspieszeniem procesow sta-
rzenia, przy czym wydaje si¢, ze jest to zwigzane z ich udzialem w patogenezie
réznych chorob. Zwlaszcza u pacjentow z przewlekla chorobg nerek (PChN), na
skutek uposledzonej czynnosci wydalniczej nerek, dochodzi do groznego dla zycia,
znacznego zwigkszenia poziomu fosforanow we krwi. Konsekwencja hiperfosfate-
mii w PChN jest zmniejszony poziom kalcytriolu i hipokalcemia, ktoéra dalej pro-
wadzi do wtdrnej nadczynnosci przytarczyc i osteodystrofii nerkowej. Ostatnie ba-
dania dowodza, ze istotng rol¢ w utrzymaniu homeostazy fosforanow w organizmie
odgrywaja FGF23 i biatko a-klotho, a zwtaszcza jego btonowa forma [26].

Funkcja btonowego biatka a-klotho nie byta jasna dopoki nie okazato sie, ze
myszy z nokautem genu a-klotho (a-KI”) wykazujg fenotyp podobny do myszy
z nieaktywnym genem Fgf-23 (Fgf237) [34].

Fgf-23 jest jednym z czlonkéw rodziny czynnikéw wzrostowych fibroblastow
dziatajacych jako hormony, w sktad ktérej wchodza réwniez Fgf15, FGF19 (ludzki
ortolog mysiego Fgf15) oraz Fgf21 [25]. Funkcja genu FGF-23 zostata wyjasnio-
na, gdy zostat on zidentyfikowany jako gen zmutowany u pacjentow z krzywica
hipofosfatemiczng, dziedziczaca si¢ w sposob autosomalny dominujacy (ADHR).
Zaburzenie to charakteryzuje si¢ hipofosfatemia spowodowang zwigkszong utratg
fosforandéw z moczem, zmniejszonym poziomem witaminy D w surowicy i zabu-
rzong mineralizacja kosci (krzywica). Okazalo sie, ze u pacjentow z ADHR mutacja
genu FGF-23 powoduje opornos¢ biatka FGF-23 na proteolityczng inaktywacjg.
Efektem jest wzrost stezenia FGF-23 w surowicy, co prowadzi do fosfaturii i zwig-
zanych z tym zaburzen pojawiajacych si¢ u pacjentow z ADHR [3]. Odwrotna sy-
tuacja ma miejsce u myszy Fgf23”, pozbawionych funkcjonalnego biatka Fgf23,
u ktorych rozwija sie fenotyp charakteryzujacy si¢ m.in. hiperfosfatemia, nadmier-
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ng kalcyfikacja tkanek migkkich i innymi zaburzeniami, ktére pojawiaja si¢ rowniez
u myszy a-KI”-. Ponadto, u myszy z nokautem genu a-klotho stwierdzono znacznie
zwigkszone stezenie Fgf23 w poréwnaniu do myszy typu dzikiego, co sugerowalo,
ze utrata biatka a-klotho indukuje opornos¢ na Fgf23 [34].

Zidentyfikowanie receptora dla Fgf23 bylo dos¢ trudne, poniewaz znane recep-
tory dla czynnikéow Fgf wykazywaty bardzo niskie powinowactwo do Fgf23 in vi-
tro, co sugerowalo istnienie jakiego$ kofaktora, ktory zwigkszatby to powinowactwo
w narzadach docelowych. Dalsze badania wykazaty, ze transbtonowe biatko a-klotho
tworzy kompleks z r6znymi izoformami receptoréw Fgf (Fgfr-1c, -3¢ 1 -4) i znaczaco
zwigksza ich powinowactwo do Fgf23. a-Klotho funkcjonuje wige jako obligatoryjny
koreceptor dla Fgf23 [35]. Przeprowadzone badania wskazuja, ze Fgfrl w komplek-
sie z biatkiem a-klotho, jest dominujacym receptorem dla hipofosfatemicznego i fos-
faturycznego dzialania Fgf23 w nerkach, natomiast receptory Fgfi3 i Fgfr4 odgry-
waja mniejsza role w tym procesie [17, 45]. Kolejne prace do§wiadczalne wykazaty,
ze Fgf23, dziatajac poprzez receptory Fgfi3 i Fgfr4, uczestniczy glownie w regulacji
poziomu witaminy D w surowicy, prowadzac do spadku jej poziomu [18].

Fakt, ze Fgf23 wymaga biatka a-klotho jako koreceptora wyjasnia dlaczego
myszy a-KI”- wykazujg fenotyp podobny do myszy Fgf23”-. W dodatku a-klotho
ulega zwickszonej ekspresji w nerkach, co wyjasnia dlaczego organem docelowym
dla Fgf23 sa gtéwnie nerki [33].

Wszystkie te odkrycia doprowadzity do powstania koncepcji nowej osi en-
dokrynnej kos$¢ — nerki — przytarczyce, uczestniczacej w regulacji homeostazy
wapniowo-fosforanowej ustroju, w ktorej istotng role odgrywaja a-klotho i Fgf23
(ryc.2). Fgf23 jest hormonem wydzielanym przez osteocyty pod wptywem zwigk-
szonego poziomu witaminy D lub fosforanow zawartych w diecie. Aktywna forma
witaminy D wiaze si¢ do receptora witaminy D (VDR), ktory tworzy heterodimer
z receptorem retinoidu X (RXR) i dziatajac jako czynnik transkrypcyjny, zwiek-
sza ckspresj¢ Fgf23 w osteocytach. Wydzielony Fgf23 taczy si¢ z kompleksem
a-klotho/Fgfr (gtéwnie Fgfrlc, ale réwniez z Fgfr3c i Fgfr4) w nerkach (o$ en-
dokrynna ko$¢ — nerki) oraz w przytarczycach (o$ endokrynna ko$¢ — przytarczy-
ce). W nerkach Fgf23 hamuje ekspresje genu Cyp27b1, kodujacego 1a-hydroksy-
lazg (enzym uczestniczacy w syntezie witaminy D) oraz zwigksza ekspresje genu
Cyp24, ktory koduje 24-hydroksylaze (enzym uczestniczacy w metabolizmie wita-
miny D). W ten sposob Fgf23 obniza poziom kalcytriolu w surowicy krwi. W przy-
tarczycach Fgf23 hamuje ekspresje parathormonu (PTH), ktory dziatajac na nerki
poprzez receptor PTH (PTHR), indukuje ekspresje genu Cyp27b1, co dalej prowa-
dzi do obnizenia poziomu aktywnej formy witaminy D [58, 59]. Swoje dzialanie
fosfaturyczne hormon ten wykazuje poprzez zmniejszenie ekspresji kotransporte-
row sodowo-fosforanowych typu 2a (NaPi-2a) i typu 2c (NaPi-2c) znajdujacych
si¢ w blonie apikalnej komorek kanalikow proksymalnych, ktore to transportery
uczestniczg we wchianianiu zwrotnym fosforanéw w nerkach [17, 44]. Mamy tu
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wiec do czynienia z uyjemnym sprz¢zeniem zwrotnym, polegajacym na wzajemnym
oddzialywaniu pomiedzy witaming D, fosforanami i Fgf23 [58]. Co wiecej, Fgf23,
poprzez aktywacje szlaku MAPK, zmniejsza ekspresje i wydzielanie parathormonu
(PTH) przez komorki przytarczyc, ktory jak wiadomo stymuluje aktywno$¢ 1a-hy-
droksylazy w nerkach. Z drugiej strony PTH réwniez moze stymulowa¢ wydziela-
nie Fgf23 poprzez aktywacj¢ osteoblastow, co sugerujg badania przeprowadzone
na pacjentach z pierwotng nadczynnoscig przytarczyc. W zwigzku z powyzszym
Fgf23, w kooperacji z a-klotho, powoduje spadek poziomu fosforanow dzialajac
zarowno jako hormon fosfaturyczny, jak rowniez jako czynnik ujemnie regulujacy
poziom aktywnej formy witaminy D oraz PTH w organizmie [4, 28, 31, 43].
Podsumowujac, z jednej strony Fgf23 wspodlnie z a-klotho wykazuje dziatanie
fosfaturyczne, poprzez hamowanie kotransporteréw sodowo-fosforanowych (regu-
lacja homeostazy fosforano6w na drodze ujemnego sprz¢zenia zwrotnego), a z dru-
giej hamuje synteze iprzyspiesza metabolizm 1,25-dihydroksycholekalcyferolu
(regulacja homeostazy aktywnej formy witaminy D na drodze ujemnego sprzeze-
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RYCINA 2. Rola Fgf23 i biatka a-klotho w osi endokrynnej ko$¢ — nerki — przytarczyce, uczestnicza-
cej w regulacji homeostazy wapniowo-fosforanowej i metabolizmu witaminy D

FIGURE 2. The role of Fgf23 and a-klotho protein in bone — kidney — parathyroid endocrine axis par-
ticipating in regulation calcium and phosphate homeostasis and vitamin D metabolism
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nia zwrotnego). Zaburzenie, polegajace na wytaczeniu aktywnosci biatka a-klotho,
czy Fgf23, powoduje ujawnienie si¢ stanu metabolicznego charakteryzujacego sig
hiperfosfatemia, hiperwitaminoza D oraz hiperkalcemia, ktory to stan moze by¢
zwigzany z pojawieniem si¢ fenotypu przedwczesnego starzenia [34].

FUNKCJA WYDZIELNICZEJ FORMY BIALKA o-KLOTHO

Wydzielnicze biatko a-klotho powstaje na skutek hydrolizy formy btonowe;j
przez znajdujace si¢ w btonie a-sekretazy: ADAM10 1 ADAMI17. Moze ono réw-
niez podlega¢ proteolizie przez B-sekretaz¢ BACEI, enzym odgrywajacy kluczo-
wa rolg¢ w patogenezie choroby Alzheimera. Co wigcej, wykazano, ze pozostaly
odcinek, po odszczepieniu formy wydzielniczej, moze by¢ substratem dla y-se-
kretaz. Wydzielnicza forma a-klotho wykazuje plejotropowe wpltywy, dziatajac
jako niezalezny od Fgf23 hormon fosfaturyczny, ktory uczestniczy rdwniez w re-
gulacji aktywnosci kanalow wapniowych i potasowych oraz pompy sodowo-po-
tasowej [6, 33].

Rola wydzielniczej formy a-klotho, zwigzana z jego aktywnoscia B-glukuro-
nidazy, zostata poznana po raz pierwszy na przykladzie oddzialywania tego biatka
na kanaty wapniowe TRPVS [8, 19, 47]. Kanaty TRPVS nalezg do rodziny zmien-
nopotencjatowych kanatéw jonowych (TRP), wsérod ktorych wyroznia si¢ cztery
podrodziny: TRPV (zalezne od receptora waniloidowego), TRPC (kanoniczne,
klasyczne), TRPM (zalezne od melastatyny) i TRPP (zalezne od policystyny).
TRPVS ulegajg ekspresji w komorkach kanalikow dystalnych nerek i uczestnicza
we wchlanianiu zwrotnym wapnia w nerkach. Aktywnos$¢ tych kanatow zalezy
od utrzymania wlasciwej rownowagi pomiedzy ich endocytoza, a internalizacja
do apikalnej blony komorek dystalnych kanalikow nerkowych. Bialtko a-klotho
modyfikuje N-koncowe reszty glikanéw kanatow TRPVS. Wydzielnicze biatko
a-klotho usuwa koncowe reszty kwasu sjalowego w N-glikanach kanatéw TRPVS
znajdujacych si¢ w btonie komorkowej, co powoduje odstonigcie reszt galaktozy,
ktore z kolei moga wiazac si¢ z galektyna-1 (lektyna wiazaca galaktozydy obecne
w cytoplazmie). Powstanie tego kompleksu hamuje endocytozg kanatdw TRPVS,
doprowadza do ich akumulacji w blonie komoérkowej itym samym powodu-
je wzrost reabsorpcji wapnia w kanalikach dystalnych nerek (ryc.3). W ten sam
sposob sa rowniez regulowane kanaty wapniowe ulegajace ekspresji w jelitach
(TRPV6) i w komorkach B trzustki (TRPV2) oraz ulegajace ekspresji w nerkach
kanaty potasowe (ROMK1). Nalezy zaznaczy¢ jednak, ze internalizacja ROMK1
przebiega przy udziale pecherzykow optaszczonych klatryng, natomiast w inter-
nalizacji TRPVS posredniczg kaweole, a wiec mamy tu do czynienia z endocyto-
za klatryno-niezalezng [7, 8, 22, 39, 41, 47].
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Jak wczesniej wspomniano, jednym z typow kanatéw wapniowych jest TRPC1,
ktory ulega ekspresji w komorkach $rédbtonka naczyn i uczestniczy w stymulowa-
nym przez VEGF wzro$cie wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia. Okazuje sig,
ze a-klotho wigze si¢ bezposrednio z TRPC1 oraz z receptorem VEGFR-2 (recep-
tor dla VEGF). Kompleks ten, w odpowiedzi na stymulacje przez VEGF, ulega na-
stepnie internalizacji do btony komoérkowej, w wyniku czego zwicksza si¢ naptyw
wapnia do komorki, a biatko a-klotho uczestniczy w ten sposéb w utrzymaniu inte-
gralnos$ci endotelium [39].

Biatko o-klotho moze rowniez wptywaé bezposrednio na aktywnos¢ pompy
sodowo-potasowej (Na'/K*ATP-azy), ktora nalezy do waznych enzyméw meta-
bolizmu podstawowego. Wykazano bowiem, ze w komorkach, w ktorych biatko
a-klotho ulega zwickszonej ekspresji (gtownie nerki, sploty naczyniowkowe ko-
mor mozgu i przytarczyce), biatko to czgsciowo jest zwigzane w kompleksie z Na*/
K*ATP-aza (wiazac sie z podjednostka al tego enzymu) Kompleks ten znajdujacy
si¢ w organellach cytoplazmatycznych: endosomach i aparacie Golgiego, moze by¢
nastepnie internalizowany do blony komorkowe;j (,,$ciezka a-klotho-zalezna”) [23,
54, 61]. W tej sytuacji ilos¢ czasteczek Na*/K*ATP-azy rekrutowanych do zewnetrz-
nej btony komoérkowej, zalezy od kombinacji ,,Sciezki konwencjonalnej” ze ,,$ciez-
ka a-klotho-zalezng”. Proces ten jest stymulowany przez niskie st¢zenie wapnia
zewnatrzkomorkowego, a hamowany przez jego wysokie stezenie [23]. Istotng rolg
w zwigkszaniu aktywno$ci Na”/K*ATP-azy wydaje si¢ tez odgrywac aktywnosc¢ -
glukuronidazy biatka a-klotho, podobnie jak w przypadku kanatow TRPVS [61].

Rozpuszczalna forma biatka a-klotho zmniejsza rowniez bezposrednio (nieza-
leznie od Fgf23) ekspresje kotransporterow sodowo-fosforanowych NaPi-2a i Na-
Pi-2¢ w kanalikach proksymalnych nerek i NaPi-2b w jelitach. Hamuje ona takze
aktywno$¢ kotransporterow sodowo-fosforanowych typu 3 (Pit-1 i Pit-2) znajdu-
jacych si¢ w komorkach mig$niowki gladkiej naczyn (VSMC), ktore odgrywaja
istotng role w kalcyfikacji naczyn [12, 19, 20, 34, 71]. Wykazano, ze Fgf23 wiazac
si¢ do kompleksu a-klotho/Fgfr w kanalikach dystalnych nerek aktywuje kinazy
MAP (ERK1/2) iindukuje ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego Egrl. Czynnik
Egrl z kolei zwigksza ekspresje genu a-klotho i tym samym ilo$¢ blonowego biatka
a-klotho w kanalikach dystalnych. Prowadzi to do wzrostu ilo$ci wydzielniczej for-
my tego biatka, ktore dalej moze hamowac ekspresje kotransporteréw sodowo-fos-
foranowych w kanalikach proksymalnych. Podobnie EGF (naskérkowy czynnik
wzrostu) indukuje ekspresje genu a-klotho poprzez aktywacje $ciezki sygnalowe;j
MAPK 1iindukcje Egrl w komorkach HEK293 (linia wywodzaca si¢ z ludzkich
embrionalnych komorek nerek) [10, 32].
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WPLYW BIALKA a-KLOTHO NA KOMORKOWE
SCIEZKI SYGNALOWE

Biologiczna rola a-klotho i molekularny mechanizm jego dziatania nie zostaty
jeszcze do konca wyjasnione ale wiadomo, ze biatko to hamuje $ciezke sygnatowa
insulina/IGF-1, jak rowniez wplywa na wiele innych $ciezek sygnatlowych w orga-
nizmie, w tym na: Wnt/B-katenina, pS3/p21, PI3K/PKB, cAMP/PKA, czy PKC [70].

Wiadomo, ze czgsciowa redukcja sygnatowania osi insulina/[GF-1 na ktorym-
kolwiek etapie zwigzana jest z ewolucyjnie konserwowanym mechanizmem, ktory
sprzyja dlugowiecznosci. Szlaki sygnatowe zwigzane z insuling i IGF-1 sg silnie
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konserwatywne ewolucyjnie, tak wiec stwierdza si¢ ich wystepowanie rowniez
u prostych organizmoéw, takich jak nicien Caenorhabditis elegans, czy muszka
owocowa Drosophila melanogaster. Okazalo si¢, ze mutacje powodujace hamo-
wanie $ciezki sygnatowej insulina/IGF-1 u tych organizmoéw powoduja znaczace
wydtuzenie czasu ich przezycia. Wiadomo roéwniez, ze zar6wno myszy z heterozy-
gotyczng mutacja genu dla receptora IGF-1, jak i myszy kartlowate: Ames i Snell,
ktore nie wydzielajg hormonu wzrostu i tym samym maja niski poziom IGF-1, zyja
dtuzej, niz myszy typu dzikiego [29, 53]. Co wiecej myszy FIRKO z nokautem
genu dla receptora insulinowego w tkance tluszczowej rowniez zyja dluzej, niz
myszy typu dzikiego, przy czym nie rozwija si¢ u nich nawet zwigzana z wiekiem
insulinooporno$¢. Okazuje si¢ wigc, ze zmiana dzialania insuliny w jednej tkance
moze wpltywac na dlugosé¢ zycia catego organizmu [27]. Uwaza si¢, ze dziatanie
sprzyjajace dtugowiecznosci zwiazane jest w tym przypadku z odblokowaniem
czynnika FOXO, ktory moze aktywowac geny wplywajace na dluzszy czas przezy-
cia, takie jak geny odpowiedzialne za syntez¢ antyoksydantow. Czynnik transkryp-
cyjny FOXO ma znaczenie zar6wno w sygnatowaniu insuliny, jak i w komorkowe;j
odpowiedzi na stres oksydacyjny, w zwigzku z tym moze by¢ tacznikiem pomiedzy
insulinoopornoscia, stresem oksydacyjnym oraz procesem starzenia [49].
Nadekspresja genu a-klotho rowniez wydtuza czas przezycia myszy, co wyda-
je sie by¢ zwiazane z regulujacym wptywem biatka a-klotho na wiele czynnikow
wzrostowych, w tym uczestniczacych w sygnatowaniu osi insulina/IGF-1, czy Wn-
t/B-katenina. a-Klotho hamuje bowiem indukowang przez insuling i IGF-1 autofos-
forylacje receptora insulinowego oraz receptora IGF-1 in vitro, a myszy z brakiem
a-klotho, obok innych zaburzen, wykazuja hipoglikemie, hipoinsulinemi¢ i zwick-
szong wrazliwos¢ na insuline. Sugeruje si¢, ze hamowanie sygnatowania insuliny
przez a-klotho jest zwigzane z opornoscia na stres oksydacyjny, wynikajaca z ha-
mowania fosforylacji czynnika FOXO (odblokowania jego aktywnosci), co sprzy-
ja jego translokacji do jadra komorkowego, wigzaniu z promotorem manganowe;j
dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD) i zwigkszaniu ekspresji tego enzymu. Jak
powszechnie wiadomo MnSOD jest enzymem antyoksydacyjnym, ktory dalej uta-
twia usuwanie reaktywnych form tlenu (RFT), wspierajac jednocze$nie opornosé
na stres oksydacyjny [57]. Wykazano réwniez, ze a-klotho zwieksza ekspresje Mn-
SOD i catkowitg aktywno§¢ SOD w aorcie myszy poprzez zwigkszanie produkcji
NO i obnizanie st¢zenia wodoronadtlenkow lipidowych w surowicy. W komorkach
HUVEC a-klotho zwicksza ekspresje MnSOD okoto dwukrotnie, czgSciowo przez
aktywacje¢ Sciezki sygnatowej cAMP/PKA, a cze$ciowo przez zwigkszenie produk-
¢ji NO oraz hamuje indukowang przez angiotensyne Il produkcje RFT [1]. Ostatnie
badania wskazuja, ze a-klotho hamuje ekspresje Nox2, izoformy oksydazy NAD(P)
H, bedacej gtownym zrodlem reaktywnych form tlenu w naczyniach krwiono-
snych, poprzez aktywacje $ciezki sygnatowej cAMP/PKA [69]. Co wiecej, nalezy
zaznaczy¢, ze obok dziatania antyoksydacyjnego, biatko a-klotho wykazuje row-
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niez wlasciwosci antyapoptotyczne [48, 52, 62]. W zwigzku z powyzszym mozna
stwierdzi¢, ze a-klotho uczestniczy przynajmniej w dwoch konserwatywnych ewo-
lucyjnie mechanizmach przeciwdziatajacych starzeniu, tzn. w hamowaniu $ciezki
sygnatowej insulina/IGF-1 i zwigkszaniu opornos$ci na stres oksydacyjny [1, 57].
a-Klotho wptywa rowniez na szlak Wnt/B-katenina, ktory funkcjonuje w ko-
morkach macierzystych roznych tkanek, dzigki czemu maja one zapewniong ochro-
n¢ przed réznicowaniem i wykazuja zdolno$¢ do samoodnawiania. Z drugiej strony
chroniczna stymulacja szlaku Wnt moze prowadzi¢ do wyczerpania si¢ i deplecji
komoérek macierzystych, ato z kolei moze by¢ jedna z przyczyn wspierajacych
proces starzenia. Liu i wsp. [42] wykazali, Zze zewnatrzkomorkowa domena biat-
ka a-klotho wigze wiele ligandow Wnt i hamuje ich zdolno$¢ do aktywacji $ciezki
sygnatowej Wnt. Istotnie u myszy a-KI”- zaobserwowano mniejsza liczbe epider-
malnych komorek macierzystych w mieszkach wlosowych, przy czym komorki te
wykazywaly aktywacje szlaku sygnatowego Wnt, co mogto by¢ przyczyng szyb-
szego wyczerpywania si¢ komoérek macierzystych i w efekcie obserwowano stab-
sze gojenie si¢ ran. Ponadto u myszy a-K/”- stwierdza si¢ aktywacje p-kalpainy,
zaleznej od wapnia proteazy, ktora rozszczepia rozne biatka komorkowe, w tym [3-
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katening stabilizowang przez $ciezke Wnt. Aktywacja kalpain wydaje si¢ wigc by¢
mechanizmem kompensacyjnym uruchamiajgcym si¢ w odpowiedzi na zwigkszona
aktywacj¢ szlaku sygnatowego Wnt wynikajaca z niedoboru biatka a-klotho [70].

W zwiazku z powyzszym spadek stezenia a-klotho bedzie skutkowat nadmierng
stymulacjg szlakow sygnatowych insulina/IGF-1 oraz Wnt/B-katenina. Aktywacja
obu tych szlakoéw moze prowadzi¢ do hamowania aktywno$ci transkrypcyjnej czyn-
nika FOXO, a tym samym do spadku ekspresji genow enzymow antyoksydacyj-
nych: manganowej dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy. Efektem bedzie wzrost
ilosci RFT, aktywacja $ciezki p21/p53 i w konsekwencji przyspieszenie starzenia
si¢ komorek (ryc.4) [70].

B-KLOTHO

Podobnie jak w przypadku Fgf23, ktory do swojego dzialania wymaga obecnosci
koreceptora a-klotho, rowniez Fgfl5 (u cztowieka FGF19) i Fgf21 wymagaja obec-
nosci odpowiedniego koreceptora, ktorym w tym przypadku jest biatko -klotho.

B-klotho, podobnie jak a-klotho, stanowi biatko btonowe typu 1. Mysie biatko
B-klotho sktada si¢ z 1043 aminokwasow 1 wykazuje okoto 40% podobienstwo do
mysiego biatka a-klotho. Zewnatrzkomoérkowy region biatka B-klotho sktada sie
z dwoch powtdrzen (BKL1 i BKL2), w ktorych stwierdza si¢ jednak brak reszt kwasu
glutaminowego, obecnych w a-klotho. B-klotho ulega dominujacej ekspresji w watro-
bie, trzustce i tkance thuszczowej [24].

Wykazano, ze u myszy z nokautem genu f-klotho synteza i wydzielanie kwasow
z0lciowych jest znacznie zwickszona, przy czym myszy te wykazuja fenotyp podob-
ny do myszy z nokautem genoéw Fgfi4 oraz Fgfl5. W dalszych badaniach potwier-
dzono, ze Fgfl5, Fgfrd i B-klotho sa podstawowymi sktadnikami osi endokrynnej
uczestniczacej w regulacji syntezy kwasoéw zotciowych. Ekspresja Figfl5 w jelicie
jest regulowana przez kwasy zotciowe produkowane w watrobie. Karmienie zwigk-
sza uwalnianie kwasoéw zotciowych, wigzacych si¢ z receptorem FXR (farnesoid X
receptor), ktory tworzy heterodimer z receptorem RXR i dziatajgc jako czynnik tran-
skrypcyjny zwigksza ekspresje Fgfl5 w komorkach epitelialnych jelita. Uwolniony
w jelicie pod wptywem karmienia czynnik Fgf15 wiaze si¢ z kompleksem B-klotho/
Fgfr4 znajdujacym si¢ w hepatocytach i zmniejsza ekspresje genu Cyp7al koduja-
cego 7a-hydroksylaze cholesterolu, enzymu ograniczajacego szybkos$¢ syntezy kwa-
sow zotciowych. Mamy wiec do czynienia z petlg ujemnego sprzezenia zwrotnego na
osi endokrynnej jelito — watroba (ryc.5A) [25, 37]. B-klotho jest rowniez niezbedne
w dziataniu Fgf21, jednakze fenotyp myszy z nokautem Fgf2/ wyraznie ro6zni si¢ od
fenotypu myszy z nokautem S-klotho [25]. Ekspresja Fgf21 wzrasta podczas proce-
sow glodzenia. Glodzenie zwigksza uwalnianie niezestryfikowanych kwasow ttusz-
czowych (NEFA) wigzacych si¢ do receptorow aktywowanych przez proliferatory
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peroksysomow o (PPAR), ktore tworza heterodimer z RXR 1 dziatajgc jako czyn-
nik transkrypcyjny zwigkszaja ekspresje Fgf21 w hepatocytach. Prowadzi to do
uwolnienia z hepatocytéw Fgf21, ktory wiaze si¢ z kompleksem B-klotho/Fgfrl
w adipocytach i zwigksza lipolizg, prowadzac do uwolnienia NEFA, ktére w wa-
trobie sa utleniane do acetylo-CoA. W hepatocytach z acetylo-CoA syntetyzowa-
ne sa ciata ketonowe, ktore stanowia gtoéwne zrodto energii dla mdézgu podczas
glodzenia. W tym przypadku mamy wigc do czynienia z osig endokrynng watro-
ba — biala tkanka tluszczowa (ryc.5B). Potwierdzenie roli B-klotho w dziataniu
Fgf21 wymaga jeszcze dalszych badan, sugerowano bowiem istnienie niezaleznej
od B-klotho $ciezki sygnatowej Fgf21 [65]. Ostatnie doniesienia wskazujg jednak,
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ze wptyw Fgf21 jest calkowicie zniesiony u myszy z nokautem fS-klotho, co po-
twierdzatoby krytyczna role tego biatka w sygnalowaniu Fgf21 [46].

W swietle powyzszych danych mozna wnioskowac, ze istotne dla prawidto-
wego funkcjonowania organizmu i zapobiegania przedwczesnemu starzeniu jest
wzajemne wspotdziatanie trzech osi endokrynnych: Fgf23/a-klotho/kalcytriol/fos-
forany, regulujacej gospodarke wapniowo-fosforanowa, Fgf15/B-klotho/kwasy z6t-
ciowe, zwickszajacej klirens cholesterolu oraz Fgf21/B-klotho/niezestryfikowane
kwasy tluszczowe, regulujacej metabolizm lipidow. Uderzajace jest, ze te trzy osie
endokrynne wspotdziatajac ze soba, zapewniajg utrzymanie homeostazy lipidow
i gospodarki mineralnej organizmu, co moze by¢ znaczace w opdznianiu pojawia-
nia si¢ procesOw starzenia [35].

Ostatnie badania dowodza istnienia jeszcze jednej formy biatka klotho, okreslanej
jako y-klotho lub Lctl, ktora ulega dominujacej ekspresji w brunatnej tkance thusz-
czowej i w oczach. y-Klotho tworzy kompleksy z receptorami Fgfrlb, Fgfrlc, Fgfr2c
i Fgfrd, ktore prawdopodobnie moga by¢ aktywowane przez Fgfl5 [16].

PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy przedstawiono mechanizmy, poprzez ktore biatko a-klotho
moze bra¢ udzial w hamowaniu proceséw starzenia. Zidentyfikowanie biatka
a-klotho wydaje si¢ bardzo interesujace ze wzgledu na odkrycie nowej osi endokryn-
nej kos¢ — nerki — przytarczyce, w ktorej istotng rol¢ odgrywaja FGF23 i a-klotho.
Btonowa forma biatka o-klotho uczestniczy w regulacji homeostazy wapniowo-
fosforanowej i tym samym w regulacji metabolizmu witaminy D funkcjonujac, jako
niezbedny koreceptor dla FGF23. Natomiast wydzielnicza forma biatka a-klotho,
to czynnik endokrynny, ktory dzialajac jako B-glukuronidaza zwigksza aktywnos¢
kanatow jonowych (TRPV2/5/6, ROMKI1, TRPC1) i wptywa hamujaco na rézne
czynniki wzrostowe (insulina/IGF-1, Wnt/p-katenina) regulujac sygnatowanie ko-
morkowe. Okazuje sig, ze biatko a-klotho, ze wzgledu na swoje wtasciwosci, moze
by¢ istotnym markerem w diagnostyce choréb zwigzanych ze starzeniem sig, takich
jak: przewlekle choroby nerek, choroby sercowo-naczyniowe, czy nowotwory [5,
13, 21, 60, 67, 68]. Wydaje si¢, ze przysziosciag moze by¢ réwniez dzialanie tera-
peutyczne, polegajace na zwigkszaniu poziomu biatka a-klotho w celu opdznienia
pojawienia si¢ procesOw starzenia.
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