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Roviditések jegyzéke

6MWD 6 perces sétatavolsag

ACA adenokarcinoma

ADAM dezintegrin és metalloptroteindz domént tartalmazoé fehérje
AHI apnoe-hypopnoe index
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Akt protein kinaz B
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ANOVA variancia-analizis

BMI testtomeg-index
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CAT COPD éllapotfelmérd kérddiv

CKF kronikus veseelégtelenség

COPD kronikus obstruktiv tiidobetegség

CPAP folyamatos pozitiv 1éguti nyomasterapia

CRP C-reaktiv fehérje

ECM extracellularis matrix

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EGFR epidermalis novekedési faktor receptor

EKG elektrokardiografia

ELISA enzimhez kapcsolt immunoszorbens assay

eNOS endothelidlis nitrogén-monoxid szintaz

ER endoplazmatikus retikulum

ESS Epworth Almossag Skala

FEV1 forszirozott kilégzési volumen elsé masodpercre eso része
FGF fibroblaszt ndvekedési faktor



FGFR FGF receptor

FOX forkhead box (villafeji fehérje)

GFR glomerulus filtracios rata

GH névekedési hormon

GOLD Global initiative for chronic Obstructive Lung Disease
HDL nagy striiségi lipoprotein

HIF hipoxia indukalt faktor

ICAM intercellularis adhézios molekula

IGF inzulinszerli ndvekedési faktor

IGFR inzulinszer ndvekedési faktor receptor
IL interleukin

IPF idiopatias tiidofibrozis

IQR interquartilis range

IR inzulin receptor

IRS inzulin receptor szubsztrat
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LDL alacsony stirtiségli lipoprotein
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n.a. nem értelmezhetd

n.s. nem szignifikans

NF-xB nukledris faktor kappa B

NO nitrogén-monoxid

oDl O2-deszaturacios index

OSA obstruktiv alvasi apnoe
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1. Bevezetés

Klotho a gorog mitologia egyik Moiraja (latin nevén Parkaja), aki két névérével a sors
fonalat alakitja. Koziiliik Klotho az, aki az emberi élet fonalat fonja (1). A mitologia
szerint a Moirak hatalma még az istenekénél is nagyobb volt, hiszen az 6 sorsuk is a

Moirak kezében formalddott. Még Zeusz is kénytelen volt meghajolni a Sors akarata el6tt
().

Mara a klotho fogalma orvostudomanyi jelentdséggel is kiegésziilt. Rola kapta ugyanis a
nevét egy rendkiviil szerteagazo, helyi és szisztémas hatasokkal bird fehérje, melyet az

oregedés folyamataban szerepet jatsz6 kulcsmolekulanak tartanak.

A bevezetésben bemutatom a klotho fehérjecsaladot, ezt kovetden pedig a legjelentésebb
tagjara, az alfa-klothora koncentralunk. Attekintem a hatésait élettani koriilmények
kozott, majd a megvaltozott klothokoncentracidokkal kapcsolatos jelenlegi ismereteinket.
Ezt kbvetden targyalom az oregedés folyamatanak kulcsfontossagu tényezdit, illetve azt,
hogy a klotho fehérje hogyan avatkozik be ezekbe a folyamatokba. Kiilon kitérek a tiidé
Oregedésére, ¢s a klotho ezen mechanizmusokban, illetve a tiiddbetegségekben betoltott

szerepere.

Bér az elmult 25 év kutatdsainak kdszonhetéen megannyi ismerettel rendelkeziink a
Klotho fehérjér6l, még ennél is tobb a nyitott kérdés. Ezeket, valamint a klothoval
kapcsolatos preklinikai vizsgalatokat mutatja be a bevezetés utolso fejezete, ramutatva a
klinikai vizsgalatok €s a terdpias beavatkozasok megkezdéséhez vezetd Ut legfObb
kihivéasaira.

Bizom abban, hogy a jelen disszertacidbban bemutatott vizsgalataink - melyek kozott
egyarant megtalalhatoak modszertani vizsgalatok és 1€gzdszervi betegek korében végzett

kutatasok - 0j puzzle-darabokat adnak hozzd a fehérje rendkiviil Osszetett képének

majdani megalkotasahoz.



1.1. Klotho fehérje felfedezése

A klotho gén 1997-ben egy véletlen folytan keriilt felfedezésre. Na*/H"-antiportereket
overexpresszald transzgenikus hipertonids egérmodell 1étrehozasa soran a kezelt egerek
utodainak egy csoportja vdaratlanul szdmos, Oregedésre jellemzd tiinetet mutatott.
Visszamaradtak a novekedésben, érelmeszesedés és a lagyszovetek kalcifikacidja,
boratrofia, gonadalis diszplazia, terméketlenség, csontritkulds, emfizéma, sulyos
hiperfoszfatémia alakult ki, valamint az ¢lethosszuk is lerévidiilt. Mig a vad tipus atlagos
varhato élethossza 2,5-3 év, addig a klotho nullmutans allaté 2 hénap. Szisztémas és
szervspecifikus tiinetek mellett a szovettani vizsgalatok is alatdmasztottdk a korai
oregedés jeleit (3).

Az esetet vizsgalva kideriilt, hogy a transzgén inzercioja egy 8 kilobazisos deléciot

crey

elnevezett gén lokusza (3).

Késbbbi vizsgalatok kimutattak, hogy a gén fokozott expresszidja a fentiekkel szemben

lassitja az 6regedés folyamatat, és 20-30%-kal megnoveli az allatok élettartamat (4).

A fenti elvaltozasok, ma mar tudjuk, hogy az alfa-klotho expressziovaltozasanak

eredményeképpen alakultak ki.

Maga a klotho elnevezés egyarant utalhat a gén- és a fehérjecsaladra, melyeknek tobb
tagja is van. Igy pl. alfa-, béta- és gamma-klotho gén, ill. alfa-, béta- és gamma-klotho

fehérje.

A fibroblaszt novekedési faktorok (FGF-ek) jelatvitele FGF-receptorok (FGFR-0k) utjan
torténik, melyhez klothora van sziikség. Ez 1ényegében azt jelenti, hogy a klothok az
FGF-ek kotelez6 koreceptorai.

1.2. Klotho fehérjecsalad
1.2.1. B-klotho

A B-klotho fehérje legnagyobb mennyiségben a majban és a zsirszovetben termelddik, a
sejtmembranban helyezkedik el. Az FGF19 ¢és az FGF21 kotelez6 koreceptora, az FGFR1
és 4 receptorokkal képez komplexet (5).



Az FGF21 részt vesz az ¢hezésben lezajlo metabolikus adapticidban, modositja a
zsirszovetben a lipolizist és a gliikozfelvételt, serkenti a zsirsejtek gliikozfelvételét.
Noveli az inzulinérzékenységet, az energiafelhasznalast, serkenti a sulycsokkenést. Az
FGF19 révén pedig a B-klotho hozzajarul a koleszterin-7-a-hidroxilaznak (CYP7AL), az

epesavszintézis sebességmeghatarozo enzimének transzkripcios gatlasahoz (5, 6).

Figyelemre mélt6, hogy tobb tiidoraktipusban (laphamrakok  3,4%-aban,
adenocarcinomak 1,8%-aban) is megfigyeltek esetlegesen onkogén missense mutaciokat

(melyeket 15 daganattipus 4440 daganatmintajanak vizsgalata alapjan azonositottak) (7).
A B-klothonak szekretalt, szolubilis formaja nem ismert (8).

1.2.2. vy-klotho

A y-klotho fehérjének kritikus szerepe van a szemlencse szerkezetének kialakitasaban (9),

crer

crcr

progresszidjaban  és  invazidjaban is  szerepet jatszik  (pl.  urothelialis
hagyholyagtumorban) (10). Emberi huigyholyagtumorbol vett szovetmintaban a magas y-
Klotho-expresszido magasabb stadiummal és nyirokinvazioval tarsul, mint az alacsony

expresszioji tumorszovet esetén megfigyelhet6 (10).

1.2.3. a-klotho
Az a-klotho génje emberben a 13-as kromoszoma q karjan, a 13.12 lokuszon helyezkedik
el. A klotho génrdl atirddik egy teljes hossziisagi mRNS, valamint alternativ splicing
hatasara egy ennél rovidebb mMRNS jon 1étre (11). A teljes hosszisagt mMRNS egy 3
doménbdl allo single-pass transzmembran fehérjét kodol. Ez egy transzmembran
doménbdl és két homolog extracellularis doménbdl all (KL1 és KL2). Ez a
membranfehérje tobb helyen is ateshet enzimatikus hasitason, melyet a dezintegrint és
metalloproteinazt tartalmazé fehérjék csaladjaba tartozo6 ADAMI10 és 17 végeznek. A
hasitas torténhet kdzvetleniil a membran folott, gy, hogy KL1 és KL2 egylitt maradnak,
valamint KL1 és KL2 kozott is (1. abra). Igy jon létre a szolubilis a-klotho, illetve a
szolubilis a-klotho fragmentumok (12). A révidebb mRNS-rél legujabb ismereteink

szerint az emberi szervezetben nem torténik transzlacio (13).



KL1 KL?2

KL2
enzimatikus hasitas | szolubilis
, ADAM 10,17 KL2 Klotho

transzmembran )
Klotho KL1

enzimatikus hasitas

" anam10.17 KL1
b I ]

sejtmembran
1. abra. Transzmembran és szolubilis kltoho

Az a-klotho gén és az a-klotho fehérje is nagy egyez6séget mutat egérben, patkanyban és

emberben. Az emberi és az egér fehérje szekvenciaja 98%-ban megegyezik (8).

A szolubilis a-klotho fehérje megtalalhato a vizeletben (14), vérben, cerebrospinalis
folyadékban (15). A klotho gén legmagasabb expresszidja a vesében, annak is a disztalis
kanyarulatos csatorngjaban figyelhetd meg (16), de expresszalodik a plexus
choroideusban, a mellékpajzsmirigyben, placentaban, tiidoben, zsirszovetben,
hipofizisben sth., és bar kisebb mértékben, de szamos mas szervben is, mint ahogy a

fehérje jelenléte is kimutathatd szamos szovetben (17).

Ahol kiilon nem jelezziik, ott a tovabbiakban a klotho kifejezés az alfa-klotho fehérjét
jeloli.

1.3.  a-klotho élettani hatasai

A klotho pleiotrop fehérje, kozvetlen és kozvetett modon befolyasol szamos jelatviteli
utat, metabolikus folyamatokat szabalyoz. Hatasmechanizmusa szerteagazo, autokrin,
parakrin és endokrin hatasait is azonositottak. A szisztémas hatasok dontéen a
vérkeringésben jelen 1év6 szolubilis klothonak koszonhetéek, mig a helyi hatasokért a
transzmembran klotho felel (18).

A klotho alapvetden befolyasolja a foszfat- €s kalciumhaztartast, de hatassal van az
asvanyianyag-haztartasra, metabolikus jelatviteli utakra (19), fenntartja az endothel
épségét és funkcigjat (20), gatolja a sejtek Oregedését és apoptdzisat, megérzi az

Ossejteket (21) és csokkenti az oxidativ stresszt (22).
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1.3.1. Parakrin funkciék

A transzmembran klotho az FGF23, egy csonteredetli ndvekedési faktor kotelezd
koreceptora. A klotho t6bb FGF receptorral (FGFR1c, FGFR3c, FGFR4c) komplexet
képez, ezzel magas affinitasu kotéhelyet 1étrehozva az FGF23-nak (2. abra) (23).

H'.I}'|

transzmembran
klﬂthﬂ KL1 ) FGFR

—

2.abra. Klotho/FGFR/FGF23 komplex

A klotho/FGF23/FGFR komplexek tobb kolekalciferolt (inaktiv  Ds-vitamin)
metabolizal6 enzimet is csendesitenek (downregulalnak), ezaltal csokkentik az aktiv Ds-
igy értheté modon a klotho csokkenti azokat. A Ds-vitamin és a klotho, illetve az FGF23
negativ visszacsatolasi kort alkot. A Ds-vitamin serkenti a klotho és FGF23-expressziot,
melyek a fenticknek megfelelden csokkentik a Dz-vitamin szintjét (3. abra) (24).

A klotho/FGF23-jelatvitel megel6zi a hiperfoszfatémia altal elésegitett, Dz-vitamin
indukalta apoptotikus sejtkarosodast (25). A klotho, az FGF23 és a Ds-vitamin kozotti

kolcsonhatas a parathormon szintézisét is befolyasolja (26).

A komplexek csendesitik a vese ll-es tipustt Na*-Pj kotranszportjat, csokkentik a foszfat
reabszorpciodjat, tehat fokozzak a vese foszfatkivalasztasat, tovabb csokkentve a keringd
foszfat szintjét (27).

Deglikozildljak és stabilizaljak tovabba a vese disztalis kanyarulatos csatornai epithel

sejtjeinek membranjan taldlhatd tranziens receptor potencial csatorndkat (TRPVS),

11



ezaltal serkentik a Ca®*-reabszorpciot, az elézdekkel ellentétben ezzel novelve a

kalciumszintet (28).

inaktiv D3-vitamin
(kolekalciferol)

klotho/FGFR/FGF23 komplex %I

aktiv Da-vitamin
(kalcitriol), (1,25-0H-D3-vitamin)

% parathormon

N4

3.abra. Klotho hatasa a D3-vitamin szintézisére

(az &bréan a zold nyil a serkentd hatast, a narancssarga jel a gatlo hatast jeldli)

1.3.2. Endokrin funkciok

A szolubilis klotho szdmos membrancsatornat, transzportereket, intracellularis jelatviteli
utakat modulal: szupresszalja az inzulin/IGF-1 (4), a Wnt/B-katenin (29) és a p53/p21
jelatviteli utakat (30), moduldlja a CAMP-jelatvitelt (31), a TGFB-jelatvitelt (32),
iontranszportot befolyasol (19), hat a renin-angiotenzin rendszerre (33). Csokkenti az
oxidativ stresszt, gyulladasellenes hatasu (34). Az erekben serkenti a NO-termelést (35),
szerepet jatszik a kalcium-egyenstly fenntartasaban (19). Ezen hatasok kivaltasaban

kozremiikodé receptorok jelenleg még nem ismertek.

Antioxidans hatas

Az inzulin receptor (IR) és az IGFR gatlasa megel6zi a FOX fehérjék foszforilacigjat, igy

crer

Ez példaul a katalaz és a szuperoxid-dizmutaz enzimek (SOD) transzkripcidjahoz és
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feliilszabdlyozasahoz (upreguldlasdhoz) vezet. A cAMP jelatvitel feliilszabalyozasa
szintén a SOD emelkedéséhez vezet. A klotho tehat véd az oxidativ stresszt6l, elsésorban

az antioxidans fehérjék kifejezodésének serkentése révén (22).

Gyulladascsokkento hatas

A klotho felfiggeszti szamos sejtadhéziés molekula (pl. ICAM-1, VCAM-1)
expressziojat, blokkolja az NF-kB aktivitasat, valamint a TNF-a indukalt monocita
adhéziot (36). A retinsav-indukalhato gén 1 gyulladasos citokinek (pl. IL-6, IL-8)
termelddését szabalyozza, €s a klotho képes ezt gatolni, ezzel csokkentve a gyulladasos

citokinek termelédését (37).

Sziv- és érrendszeri vedo hatas

A Kklotho érrendszert védé hatdsa egyrészt a molekularis hatasoknak koszonheto:
antioxidans, gyulladasellenes és antiapoptotikus; masrészt az érfalra kifejtett hatdsoknak:
csokkentése, média hipertrofia megel6zése, endothel diszfunkcid csokkentése,
perivaszkularis fibrozis megel6zése (38). A CAMP-jelatvitel serkentése az endothelialis

nitrogén-monoxid szintaz (eNOS) expresszié fokozodasat eredményezi, a NO-termelést

crer

Antialdoszteron hatds

A CYP11B2 az aldoszteron-szintézis sebességmeghatarozé enzime, a klotho pedig a
mellékvese sejtjeinek CYP11B2 expressziojat szabalyozza. A klotho gén elcsendesitése
feliilszabalyozza, tultermelése csendesiti a CYP11B2 expressziojat. A klotho tehat

csokkenti az aldoszteron-termelést (39).

Tumorszupressziv hatds

Els6dlegesen a tumorprogresszioban szerepet jatszo IGF-1 (4), Wnt/p-katenin (29) és
TGF-B (32) jelatviteli utak gatlasanak koszonheté a klotho tumorszupressziv hatasa, de
szabalyozza a daganatképzOdésben szerepet jatszo PI3K/Akt jelatvitelt (40) és a
stanniocalcin-1-et is (41). Proapoptotikus jeleket aktival. Csokken a tumor novekedése,
migracidja, invazidja és a sejtproliferacid, illetve a fehérjeszintézis (42). A

foszfatterhelés, a magasabb foszfatkoncentracié noveli tobb daganatos megbetegedés
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kockazatat, mely Osszefiiggésben all azzal, hogy a daganatsejteken tobb foszfat
kotranszporter fejezédik ki és tobb foszfatot raktaroznak, mint a normal sejtek (43). A

foszfatszint csokkenése is szerepet jatszik tehat a protektiv mechanizmusban.

Oregedésgatlo hatds

Az oregedés endokrin gatlasat az 1.5.1. fejezet részletezi.

1.4. Megvaltozott klothoszintek
Az elsé adataink a humdn szolubilis klotho koncentracidjarél az ELISA kitek
kifejlesztéséhez kothetdek. Egészséges gyermekek szérumklotho-koncentracidja

szignifikansan magasabb (952 + 282 pg/ml), mint az egészséges felndtteké (562 + 146
pg/ml) (44).

Idds (65 év feletti) lakossag korében végzett vizsgalatban a legalacsonyabb harmadba
tartozd plazmaklotho-értékekhez (<575pg/ml) nagyobb haldlozasi kockazat tarsult, mint
a fels6 harmadba tartozokhoz (>763 pg/ml) (45).

Ragcsalokon és emberen végzett vizsgalatok is elemezték a kapcsolatot a klotho és a
fizikai alloképesség kiilonbozod paraméterei kozott. Arra kovetkeztettek, hogy a vazizom
kontraktilis aktivitdsa ndveli a keringd klotho szintjét, és ez a szabdlyozas szerepet

jatszhat a mozgas jol ismert szisztémas oregedésgatlo hatasaban (46, 47).

A kéz szoritoereje a teljes test izomerejét jellemzi és a halalozas prediktora (48, 49, 50).
A plazma klothokoncentracidja és a kéz szoritoereje k6zott kapcsolat mutathatd ki (51).
Magasabb plazmaklotho-értékek esetén a térdnytjto erd is magasabb (52), illetve COPD-

s paciensek klotho szintje korrelal a quadriceps izom erejével (53).

Egészséges felndttek ¢és edzett atlétdk klotho szintjeinek 0Osszehasonlitasakor
megfigyelhetd, hogy az atlétdk korében szignifikdnsan magasabb a plazma klotho
koncentraci6 (3375 £ 1480 pg/ml), mint a nem sportolok korében (1390 + 430 pg/ml)
(54).

Klothohiany miatt alulfejlett egerek esetében a futasteljesitmény és az eliilsé végtagok
szoritoereje is jelentdsen csokkent a vad tipushoz és a klotho-tulexpresszald egérhez

képest (55).
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Avin és munkatérsai vizsgéalata megallapitotta, hogy az akut fizikai terhelés nem valtoztat
tréningprogramot kovetéen végezték el ugyanazt az akut fizikai terhelést, az mar
szignifikans klothoemelkedéshez vezetett (46). Harom honapos kézepesen intenziv acrob
mozgasprogramot kdvetden a plazmaklotho-koncentracido novekedését mutattak ki (414

+ 28 vs. 453 £ 36 pg/ml) egészséges posztmenopauzalis nok esetében (5).

A klothoszintet a taplaltsagi allapot is befolyasolja. Szignifikansan alacsonyabb
plazmaklotho-koncentracié mérheté anorexia nervosaban szenvedd (764,64 + 65,4
pg/ml) és elhizott paciensek esetében is (847,09 + 111,3 pg/ml), mint a kontrollcsoportban
(1391.62 + 144.9 pg/ml) (57). A kronikus pszichés stressz is csokkenti a fehérje
koncentraciojat (836 + 327,7 pg/ml vs. 949 + 311,8 pg/ml) (58). Tovabbi, emelkedett
szisztémas stresszel jaro allapotokban is alacsonyabb klothokoncentracié figyelhetd meg
(pl. 1-es tipusu diabetes mellitus) (2041,9 + 1017,6 pg/ml vs. 2790,3 + 1423,9 pg/ml)
(59).

1.4.1. Klotho-tobblet

Az egyetlen olyan korkép, melyben konzekvensen kiugr6 klotho értékek detektalhatok:
az akromegalia (60). Az akromegaliat az esetek dontd tobbségében ndvekedésihormon-
termeld hipofizisadenéma okozza, tehat emelkedett novekedési hormon (GH) szintek
jellemzik, kovetkezményes IGF-1 emelkedéssel. Az IGF-1 szint all a betegség
aktivitdsaval a legszorosabb kapcsolatban. Akromegalidban szenvedd péaciensek
szolubilis klothokoncentracidja extrém magas, az atlagos érték kb. 10-szerese, majd
kezelést kovetden visszatér az atlagos tartomanyba (4217 (1812-6623) pg/ml vs. 645
(550-1503) pg/ml, median (IQR)) (61). Amennyiben a betegség kiujul, a klothoszint
1smét megemelkedik, hasonléan az IGF-1-hez. A klothokoncentracio pozitivan korrelal
az IGF-1 expresszidjaval (62). A megemelkedett klothokoncentracié oka lehet példaul a
vese FGF-23 rezisztencidja vagy a membranklotho GH-mediélta enzimatikus hasitasa is,

ami dnmagaban is magyarazhatja az FGF23-rezisztenciat (60).

Bar Iényegesen kisebb mértékben, de egyes daganatokban, mint példaul
petefészekdaganatban is emelkedett a klothokoncentracié (63). Negativ korrelacio all
fenn a klotho és a tumorméret, ill. stadium kozott, valamint a szoveti és a keringd

klothoszintek szignifikansan korrelalnak és oOsszefliggenek a taléléssel (64). Tobb
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daganatos megbetegedésben a magasabb klothoexpresszidt vagy -aktivitast kedvezobb

kimenetellel tarsitjak (65,66).

A magasabb klothoszint csokkent sziv- és érrendszeri kockazathoz (67), diabéteszes
paciensek esetén csokkent makrovaszkularis kockazathoz (68) és jobb fizikai

teljesitoképességhez (pl. nagyobb szoritoerd) (50) tarsul.

1.4.2. Klotho-hiany

Kronikus veseelégtelenség (CKF) csokkent klothotermeléssel jar, ami hozzéjarulhat a
CKF-re jellemzd degenerativ elvaltozasok (pl. érelmeszesedés, csontritkulas, boratrofia)
és tarsulo korképek (pl. hipertonia) kialakulasahoz. Klotho génkiiitétt egerek esetében a
veseproblémakkal egyiitt ektopias kalcifikacio, hiperfoszfatémia és magas FGF23-szint
figyelheté meg (69). Midharom lelet jellemz6 kronikus veseelégtelenségben, igy
feltételezhetd, hogy a kronikus veseelégtelenség egy klotho-hianyos allapot (70), ahogy

ezt a vizelet klothokoncentracioja is jelzi (71).

CKF-ben az aldoszteron szintje korrelal a betegség stilyossagaval, €s forditott korrelacid
egyltt jarhat a plazma aldoszteron feliilszabalyozasaval (72). Ugyanigy a klotho-hiany
mellett kialakulé spontdn hiperténia €s vesekarosodas részben a CYP11B2 enzim
expressziojanak és az aldoszteron-szintézis novelésének tudhatd be. Az aldoszteron
hatasainak felfiiggesztése képes visszaforditani a klotho-hiany mellett megjelend
hipertoniat, valamint csokkenteni a vesekarosodas mértékét (39).

Figyelemre mélto, hogy a klothokoncentracio csokkent renovaszkularis hipertoniaban és

esszencialis hipertoniaban, GFR-re korrigalva is (73).

Alacsonyabb klothokoncentracidhoz magasabb sziv- és érrendszeri megbetegedési
kockazat tarsul (74). Szivkoszortér-beteg paciensek plazmaklotho-szintje alacsonyabb,
mint ahogy az érfalban alacsonyabb a klotho-mRNS expresszidja is (75). Egy klotho
génpolimorfizmus (KL-VS) kapcsolatba hozhaté sziv- és érrendszeri kockazati
tényezokkel, mint alacsony HDL, magas szisztolés vérnyomas. Homozigota KL-VS
tarsul a legmagasabb vaszkularis eseményekre és relativ halalozasra vonatkozo

kockazattal (76).
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Klotho heterozigota egerekben csokkent aorta és arteriolaris vazodilatacid figyelheté meg
az endothelsejtek csokkent NO-termelése miatt (35). Homozigota mutans egerek esetében

az érajdonképzodés (NO-dependens) folyamata is sériil (77).

A Kklotho-hianyos egerek FGF23-szintje emelkedett, parathormon-szintje csokkent és Ds3-
hipervitaminézisuk van. Ez hiperfoszfatémidhoz vezet, a vese erdteljesebb
vélhetéen a magas Ds-vitaminszint altal eléidézett, bélrendszerben és vesében torténd
Ca?*-abszorpcio. Egérben az FGF23, valamint a klotho gén kiiitése ugyanazokkal a
kovetkezményekkel jar: magas szérumfoszfat-szint, érelmeszesedés, lagyszoveti és
vaszkularis kalcifikacio, az endothel miikodési zavara jellemzi (78). Megné a vese Na+-
P kotranszporterének, illetve az 1-alfa-hidroxilaznak az expresszidja, ami 6nmagaban is
magasabb Ds-vitamin szinteket eredményez. A Ds-vitamin receptoranak Kkititése véd a
fenti hatasoktol, mely arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a valtozdsok nagyban
fiiggenek a Ds-vitamintol (79).

A csontképzddés lassul, valamint fokozott csontfelszivodas figyelhetdé meg, melyek

egyiittesen oszteopéniahoz vezetnek (80).

A klotho gén csendesitése figyelhetd meg daganatos megbetegedések esetén, pl.
vesesejtes karcinomaban (81) és hepatocellularis karcinomaban (82). Ezzel 6sszhangban
vesedaganat esetén alacsonyabb klothokoncentracié mérhetd az egészségesekhez képest,

és még tovabbi csokkenés figyelhetd meg metasztatizalt daganat esetében (83).
A Kklotho a GH/IGF-1 tengely megvaltoztatasaval kozvetleniil képes szabalyozni a
novekedési hormon (GH) szekrécidjat. A klotho-hiany a GH/IGF-1 tengelyhez

kapcsolodo novekedési rendellenességekkel jar (84).

Gyulladasos allapotok (85), megemelkedett oxidativ stressz (86), illetve magas

aldoszteron-szint csokkentik a klotho expressziojat (33).

17



1.5.  Oregedés

Annak ellenére, hogy milyen jelentds litemben né az iddskorti populacié nagysaga, az
oregedés folyamatat akar sejt-, Szerv- vagy a teljes szervezet szintjén mégsem ismerjiik
kelloképpen. Az oregedés molekuaris valtozasok sorozata, melyek a szovetek, szervek,
az egész szervezet mikodésének fokozodo elégtelenségéhez vezetnek, ezzel novelve a
kornyezeti hatdsokkal szembeni sériilékenységet, a megbetegedések és a halal bealltanak
valosziniiségét. Az dregedés szamos sejttipust érint valamekkora mértékben, és valtozo

hatassal van a szervezetre.

Az oregedés folyamatat az orvostudomany hajlamos szervekre koncentralva vizsgalni és
megitélni. A klotho fehérje szertedgazd hatdsmechanizmusa sokat segit abban, hogy

holisztikusan, a szervezet egésze szintjén szemléljiik a jelenséget.

Az oOregedés jelei, un. ,hallmarkjai” a genomikai instabilitds, a telomér rovidiilés,
epigenetikai modosulasok, a proteosztazis megsziinése, a tapanyagok érzékelésének
zavara, a mitokondrialis diszfunkcid, a sejtéregedés, a megvaltozott intercelluléris
kommunikacio és az Ossejtek kimeriilése (87). Mivel ezek a folyamatok egymassal
kolesonhatasban allnak, igy mar egyetlen ponton torténd beavatkozas is képes pozitivan

hatni a megbomlott funkcidkra.

A genomikai instabilitas és a DNS-helyreéllitds zavara miatt a genetikai karosodasok
idovel felgyiilemlenek (88). A telomervédé szekvenciak elvesztése csokkenti a sejtek
proliferacios képességét, ezzel jarul hozza a sejtoregedéshez (89). A sejtoregedés
magaban foglalja a sejtciklus megallasat és az dregedés-medialta jelatviteleket. Ezek a
folyamatok megelézik a karosodott sejtek szaporodasat (90). Az 6ssejtek kimeriilését a
folytonos és ismétlodo sériilések idézik elé (87). A sejtek kozotti kommunikacio
megvaltozasat elsésorban az immunvalasz modosulasa, az inflammaging jelensége idézi
elé. Ez azt jelenti, hogy az immunrendszer immunologiai fenyegetettség hianyaban is
aktivitast mutat, megemelkedik példaul a gyulladasos citokinek (IL-18, IL-6, TNF-a)
mennyisége (91).

A fehérjék és sejtalkotok mindségellendrzésében dontd szerepet jatszo proteosztazis
csokkenése, majd eclvesztése az Oregedés egy korai molekularis eseménye (87). Az
autofagia, az Onemésztés programozott folyamata kulcsfontossdgli a proteosztazis

fenntartasaban. Ennek soran a hibas térszerkezetii és dregedd fehérjék, karosodott €s mas
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abnormalis sejtalkotok megsemmisitésére keriil sor a lizoszomakban (87). Az autofagiat
a szervezet az IGF1/Akt/mTOR jelatviteli uton keresztil szabalyozza. Az Akt
foszforilalja a mTOR-t, egy szerin/treonin protein kinazt, mely gatolja az autofagiat, mig
értelemszertien a PI3K/Akt jelatvitel gatlasa serkenti azt (92). A tulzott autofagia azonban

szintén koroki tényezo (87).

Az IGF1/Akt/mTOR tengely felel0s a tdpanyagellatottsag és a sejtnovekedés kozotti
kapcsolat megteremtéséért is. Tapanyaghidny esetén ez a novekedési tengely
szupresszalodik, a sejtek élettartama megndé (87). A tengely szupresszalasa
megakadalyozza a FOXO transzkripciods faktorok aktivacidjat is, ami kdzponti szerepet
jatszik a metabolizmus, stresszrezisztencia, sejtciklus progresszid €s a programozott

sejthalal szabalyozasaban. A FOXO a protektiv autofagiaban is szerepet jatszik (93).

A Wnt/B-katenin jelatvitel az &ssejtproliferacioban és Ossejtfenntartasban jatszik
kulcsszerepet. A Wnt aktivacidja hozzdjarul az dssejtek kimeriiléséhez és fogydsdhoz, a
gyorsul6 sejtoregedéshez (94).

1.5.1. Klotho és az oregedés

Sejtoregedés

Az inzulin/IGF1 jelatvitel depresszidja az oregedés lassitasanak evolucidsan konzervalt
mechanizmusa (95). A klotho az 6regedésgatlo hatasat elsédlegesen az inzulin receptor
szubsztrat (IRS)/IGF-1 receptor (IGF-1R) jelatvitel gatlasaval fejti ki, mellyel csokkenti
az inzulin/IGF-1 hatasat (4).

A klotho lassitani képes a sejtek Oregedését azaltal is, hogy gatolja a p53 medialta
sejtciklus megallast. A p53 a ciklin dependens kinaz inhibitorok, mint amilyen a pl6 és a
p21 is, aktivalasan keresztiil megallitja a sejtciklust G1 €s S fazis kozott. Ezt képes gatolni
a klotho (96).

Intercellularis kommunikacio

Az IL-6 és IL-8 gyulladasos citokinek termel6édését a retinsav-indukalhaté gén I gatlasan
keresztiil csokkenti a klotho (37).

Ossejtek kimeriilése

A klotho képes gatolni a Wnt/B-katenin jelatviteli utat a Wnt-hez vald kotddéssel,
valamint a B-katenin degradalasaval is (97). A Wnt jelatvitel meghosszabbitja a

sejtciklust, ezzel hozzajarul az Gssejtek kimeriiléséhez és fogyasahoz (98). Ennek az
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utvonalnak a gatlasaval a klotho értelemszeriien az dssejtek tovabbi fennmaradasahoz

jérul hozza.

A fentiek alapjan konnyen érthetd tehat, hogy egérben a fokozott klotho expresszid
egyarant noveli az egészségben eltoltott életidt és az €lettartamot (4), valamint human
vizsgalatokban is a magasabb klotho szintek jobb egészségi allapothoz €s hosszabb

élettartamhoz kapcsolodnak (45).

1.6.  Klotho - vizsgalatok és limitaciok
A fentiek jol mutatjak, hogy a klotho szdmos, az 6regedéshez hozzéjarulo jelatviteli utra
hatassal van, igy t6bb életkorhoz kotott megbetegedésben potencidlis terapias célpontnak

tekintheto.

A klotho szervezetbe juttatasara tobb lehetdség is rendelkezésre all (pl. adenovirus,
rekombinans klotho fehérje, génterapia) (99, 100, 101) de lehetéség van a metilacio
gatlasaval csokkenteni a klotho-veszteséget, illetve 1éteznek olyan kismolekulak, melyek
serkentik a klotho-mRNS ¢és -fehérje expressziot (102). Utdbbiak azért 1ényegesek, mert
az exogén klotho nem jut 4t a vér-agy gaton, kdzvetleniil az agyba pedig nem juttathat6 a
molekula, pedig neuroldgiai folyamatok (akdr neurodegenerativ korképek, akar

neurologiai daganatok) kezelésében ez sziikséges lenne (102).

Tobb biotechnologiai start-up cég alakult a kiilonb6zd stratégidk alkalmazasara a
potencialis indikaciokban — pl. kronikus veseelégtelenség, kognitiv funkciozavarok,
daganatos megbetegedések, kardiovaszkularis korképek. Intenziv kutatds zajlik annak
érdekében, hogy kirajzolodjon a klotho pontos szerepe ezeknek a korallapotoknak a

megjelenésében és progresszidjaban.

A fehérjével kapcsolatos legtobb informacionk klothohidnyos vagy klothot
overexpresszald sejtvonalak vizsgélatabol és allatkisérletekbdl szdrmazik. Az egyes
hatasokra, hatdsmechanizmusokra az ezek sordn megfigyelhetd tlinetekbdl

kovetkeztetiink.

Az elmult 25 év egyre novekvd szdmu és mélységli alapkutatasi eredményei ellenére
szamos nyitott kérdés maradt, melyekre valaszt kell adnunk, miel6tt klotho-alapu

diagnosztikus és terapias eljarasok hatékonysaganak vizsgalatara sor keriilhet.
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Nem ismert, hogy az emberi szervezetben mely életkorban milyen klotho koncentracio
lenne elégséges és kivanatos, illetve, hogy az ennél alacsonyabb vagy magasabb értékek
¢lo  szervezetben milyen  kovetkezményekkel — jarnak. Mely  értékeknél
beszélhetiink/beszélhetiink-e egyaltalan az egyes szervek vagy a szervezet egészének
funkcidzavararél. Van-e terapids hatdsa vagy toxikus kovetkezménye az optimalisnak
tartott szint folotti klotho koncentracidknak. Retinitis pigmentosa-ban példaul magas
klothokoncentracié figyelheté meg (103), illetve kiugréoan magas klothoszintek mellett
angolkor és hiperparatiredzis 1éphet fel (104). Igy a dozirozasnal erre is figyelemmel kell
lenni. Az id6zités is koriiltekintést igényel, ugyanis eltérd hatast fejt ki attol fiiggden is,

hogy egy szervsériilést kovetden hany napon beliil keriil beadasra (105).

Ugyanigy a beavatkozasbol potencidlisan leginkébb profitald betegcsoport kivalasztasa
is tovabbi ismereteket igényel, ahogy azt is kiilon kell valasztani, hogy profilaktikus
kezelés tervezend6-e magas kockazatu paciensek szamara, vagy mar kialakult betegség

terapidja a kivant cél.

A Klotho szerteagaz6 hatasat ismerve még szamos tovabbi molekularis szintii ismeretre
van sziikség a hatdsmechanizmusok azonositdsdra. Akar a megel6zés, akar a terapia
szamos genetikai Utvonal felboroulasaval jarhat. Tisztazasra var még a kiilonb6z6 klotho
izoformdk ardnya és szerepe fiziologias €s patologias allapotokban, valamint az FGF23-
fiiggetlen hatdsok soran a klotho receptora sem ismert. A receptor ismeretének hidnya
egyben azt is jelenti, hogy jelenleg még nem érdemes olyan molekuldkat fejleszteni,

melyek csak utanozzak a klotho hatésat.

Akar az egyes izoformak, akar a teljes klotho koncentracid kapcsan eltérd populdciokra
vonatkoz6 adatokra is sziikség lesz. Mélyebb ismeretekre van sziikség a fehérje
stabilitdsaval kapcsolatban, illetve standardizalni sziikséges a mintavételi és -tarolasi

technikakat is.

A jelenleg rendelkezésiinkre allo vizsgalati technikak (enzimkapcsolt immunoszorbens
assay (ELISA), time-resolved fluoreszcens immunoassay (TRFIA), immunprecipitacio-
immunoblot) eredményei nem 6sszehasonlithatdak egymassal (106). Egyes kereskedelmi

forgalomban 1év6 probaknal az sem ismert, hogy a KL1-KL2 és/vagy a KL1 izoformat
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detektaljadk. Nem rendelkeziink tovabba olyan funkciondlis probaval, mely a klotho

aktivitasat tudna mérni (107).

A klotho szerteagazo hatasa felveti a genetikai meghatarozottsag lehetdségét is, azonban
nem rendelkeziink informdacioval az 6roklédés és a kornyezeti tényezdk szerepével,

klotho koncentréaciora vonatkozo6 jelentéségével kapcsolatban.

A fenti limitaciok ellenére tobb teriileten is megkezdddott a terapids alkalmazasok
vizsgélata éllatkisérletes modelleken. Ezek eredményeibdl is sok kovetkeztetést tehetiink

a még hianyz6 ismereteinkkel kapcsolatban.

1.6.1. Klotho-terapia

1.6.1.1. Vesebetegségek
Tekintettel arra, hogy a klotho legnagyobb mértékben a vesében expresszalodik, a legtobb

vizsgélat a vesére, azon beliil is a kronikus veseelégtelenségre fokuszal.

Kisérletes akut vesekarosodést kdvetden egérben a klotho overexpresszid csokkenti a

vesekarosodast, jobb helyredllitast és vesefunkcidt eredményez (108).

Krénikus veseelégtelenségben szenvedd, klotho overexpresszald egerekben csdkken a
vaszkularis kalcifikacid mértéke, jobb vesefunkcidval és megemelkedett foszfaturiaval
tarsul a CKF-es vad tipushoz képest (109). CKF-es egérmodellben klotho injekcid

csokkenti a vese- €s a szivkarosodas mértéket (110).

Obstruktiv nefropatias egérmodellen egy nappal az uréter obstrukcidjat megelézden vagy
3 nappal utana, plazmid segitségével bejuttatva az exogén klothot, mindkét esetben, azaz
a preventiv és a terapias modellben is csokkent a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
elemeinek szintje (111). Maradék vese esetén bejuttatott exogén klotho csokkenti a

fibrotikus 1éziok kialakulasat, javitja a vesefunkciot — csokkenti a szérum kreatinin

crer

Diabéteszes egérmodellekben is javitotta az exogén klotho a vese mitkddését, valamint a

renalis ischemia-reperfuzios karosodastol is védett (112).

1.6.1.2. Neurologiai korképek
Az olyan neurodegenerativ korképek, mint az Alzheimer-kor és a Parkinson-kor, illetve

a demencia tiinetegytittese leginkabb idéskorban fordulnak el6. Mivel a klotho az agyban
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is nagymértékben expresszalodik (113), az agyi funkcidkra kifejtett kdzvetlen hatasat is
vizsgaltak. A klotho overexpresszio feltételezhetéen neuroprotektiv az agy oregedésével

szemben, €s neurodegenerativ allapotokkal szemben (4).

Egérben a klotho overexpresszidja javitja a kognitiv funkciokat, méar egyszeri klotho
injekci6 is szignifikdns javuldst eredményez a munkamemoridban ¢és a térbeli

memoriaban (114).

UBX2089 néven fejlesztési fazisban van egy a-klotho terapia neurologiai és pszichiatriai

zavarokhoz tarsul6 kognitiv diszfunkciok kezelésére (115).

1.6.1.3. Kardiovaszkularis megbetegedések

A klotho jelentds szerepet jatszik a vaszkularis homeosztazis fenntartdsaban, igy a sziv-
¢s érrendszeri megbetegedések kialakuldsaban (pl. hipertonia, érelmeszesedés, szivizom-
hipertréfia stb.) (74). In vitro és in vivo vizsgalatok is alatdmasztjak, hogy a klotho
overexpressziodja javitja a kardiovaszkularis statuszt (75, 116, 117). A klotho antioxidans

(118).

A klotho adminisztracidja vaszkuloprotektiv hatasokkal jar. Ragcsald-vizsgalatokban
csokkentette az aorta kalcifikaciot, javitotta a CKF-et (119). Spontan hipertoniaban
szenvedd allatokban a klotho-termelés novelése megallitotta a vérnyomas emelkedését
(120), ateroszklerotikus allatmodellben pedig a klotho-termelés novelése csokkentette a

megemelkedett vérnyomast és meggatolta a media hipertrofia kialakulasat (121).

1.6.1.4. Daganatok

A Kklotho overexpresszidja tobb daganattipusban iS csokkenti a daganatos szovet
¢letképességét: tiidorak sejtvonalakban példaul tumorproliferaciot gatol (122), illetve
attétképzést csokkent és érzékenyit kemoterapias szerekre (123). Preklinikai
tumormodellekben (pl. gyormorrdk, hasnyalmirigyrak, vastagbélrak, mellrak) akar in
vitro, akar allatkisérletes modellekben, a klotho overexpresszidja vagy klotho injekciod

csokkenti a daganat térfogatat, lassitja a novekedését (124, 125, 126).

Exogén klotho szignifikdnsan javitja a tulélést daganatsejtekkel transzplantalt llatokban,

valamint csOkkenti a metasztatikus 1éziok szamat (127).
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1.7. Az oregedd tiidé

A tiid6 a kiilsé kornyezetnek rendkiviili médon kitett szerviink. Az 6rokletes tényezok és
epigenetikai valtozasok befolyasoljak az egyensulyt a kdrnyezeti stresszorokkal szemben
védo repair mechanizmusok ¢és a kronikus tiidobetegségek kialakulasa kozott. Annak a
megértése, hogy ezek az adaptiv mechanizmusok hogyan és miért meriilnek ki vagy
valnak talterheltté, nagyban segitené az dregedéssel jaro megbetegedések megismerését.
A stresszorokra adott valasz modosuldsa eredményezhet csokkent reakcidt: a behatast
kovetden nem torténik teljes helyreallitas, vagy tulzott reakciot: rendellenes sejtaktivacio,

fibrotikus hegesedés, tiidéremodelling (128).

A tid6 fiziologias Oregedése egészséges idosekben egy a COPD I-es stadiuméhoz
hasonlo 1égzésfunkcio-csokkenéshez vezet (129). Ez szdmos anatomiai és élettani
valtozasra vezethetd vissza, melyek emfizémaszeru strukturalis valtozasokat idéznek eld
a tiidében. Ez a ,,szenilis emfizéma” a ductus alveolarisok megnagyobbodasaval jar, az
alveolusfal destrukcioja nélkiil, tehat kiilonbozik a COPD-s betegek tiidejétdl. Ugyanez
ragcsalokban is megfigyelhetd, ahogy a legtobb korai éregedést modellezd egérben is
(130).

Az 1d6 elorehaladtdval megvaltozik a légzéham, a tiid6 progenitor sejtjei, az
immunsejtek, illetve az interstitium Gsszetétele és funkcidja. Az éregedést az alveolaris
felszin fokozatos csokkenése, a légutak dilatacidja, a mucociliaris clearence, valamint az

elaszticitas csokkenése jellemzi (131).

A léguti és alveolaris légzoham sejtjei jelentik az elsé védvonalat a kornyezet és a
szovetek kozott. Pusztan az életkor eldrehaladtaval, tehat betegség fennallasa nélkiil is
csokken a mukociliaris clearence a felsd ¢és az alsé 1égutakban (128), valamint telomer
rovidiilés figyelheté meg a sejtekben (132). A progenitor sejtek funkcionalis kapacitasa
hatérozza meg a 1égzOrendszer repair, regenerald és remodellalo képességét. A progenitor
sejtek mennyisége €s mindsége is romlik az életkor eldrehaladtaval. Csokken a bazalis
sejtek szama és proliferacids képessége, valamint a Club sejtek szama, dnmegujitd és
differenciacios képessége - megnovekedett apoptozis mellett - valamint a 2-es tipusu
alveolaris sejtek megtjulasi és differencialodasi képessége (133). Az dssejtek életkorhoz
kapcsolodo kimeriilésének egyik f6 oka az oxidativ stressz lehet. Immunsejtek: A
1égzorendszer kritikus immunologiai hatarfeliilet, melynek magasan szabalyozott valaszt

kell adnia a folyamatos kornyezeti kihivasokra. A tiid6 immun homeosztazisat fenntarto
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komplex halézatot az epithel sejtek, illetve a helyi és rekrutalt immunsejtek jelentik (134).
Intersticium: Az extracellularis matrix komponenseinek véltozdsa az életkor
elorehaladtaval kritikus, mert az elasztikus tulajdonsagokban bekovetkezd valtozasok
meghatarozzak a tiidéfunkcié romlasat. Az intersticium épsége elengedhetetlen a
gazcsere fenntartdsdhoz, az itt taldlhatd fehérjék bioaktiv molekuldkat kotnek az
extracellularis térben, rezervoart képezve ezzel ndvekedési faktoroknak, citokineknek és
metabolitoknak. A fibroblasztok szintén fontos elemei az intersticiumnak, oregedésiik
felelds a pulmonalis remodellingért, az Oregedéssel Osszefliggésben kialakuld
tiidofibrozisért. Az ECM fehérjéinek megvaltozott expresszidja miatt a tiido elveszti

elaszticitasat és tomdorebbé valik (133).

Az oregedo epithelsejtek mitokondridlis diszfunkcio jeleit mutatjak, illetve a hipoxémiéra
adott valasz szabalyozéasaban részt vevo jelatviteli utak is felborulnak (HIF, MAPK,

mTOR) (133).

A szirtuinok metabolikus szenzorként vesznek részt az dregedésben (135). A SIRTI
helyreallitdsa gatolja a korai sejtoregedést a tiidében FOXO3-fiiggd modon, ami véd a
dohanyzas-indukalta emfizematdzus valtozasoktdl, ami a SIRT1/FOXO3 tengelyt

potencialis farmakologiai célpontta emeli (136).

A Wnt jelatvitel zavarat szamos oOregedéssel Osszefliggd kronikus tiidobetegségben

azonositottak (29).

Az antioxidans kapacitds az 1d6 eldrehaladtidval nem képes Iépést tartani a ROS
termelddéssel. Az oxidansok csokkentik a csillok mozgéasanak frekvenciajat, romlik a
mucocilidris clearance, az érfal sejtjei is ki vannak téve az oxidativ stressznek. Az
oxidativ stressz szerepet jatszik a pulmonaris hipertonia, a fibrézissal jaro tiidébetegségek

¢s a COPD kialakulasaban (137).
Az autofagia csokkenése szerepet jatszik a fibrotikus tiidébetegségekben (137).

A sejtoregedés gyorsitja a tiido szerkezeti, funkcionalis és biomechanikai hanyatlasat. A
tiid6 sejtjeinek karosodasa olyan 6regedési markereket indukal, mint a p53, p21, p16 stb.,

a sejtciklus megallitdsdhoz vezetve (133).

Az Oregebb monocitdk stimulécidja kevesebb gyulladdsos citokin termelddését

eredményezi, mint fiatalokban (133).
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Az dregedés fent leirt hallmarkjai mind részt vesznek az életkorral sszefiiggd kronikus

tiidobetegségek, pl. COPD, tiidérak kialakulasdban (137).

1.7.1. Klotho és a tiido

A klotho gén felfedezésekor megfigyelték, hogy egérben a klotho hidny a tiidé emfizéma-
szerl elvaltozasahoz vezet (3). Azo6ta szamos tovabbi informacié rendelkezésiinkre all a
tiidore kifejtett hatasokrol, ismert, hogy a klotho gén elengedhetetlen a a tiid6 szerkezeti

épségének fenntartasaban.

Klotho-hianyos egerek fogékonyabba valnak a cigarettafiist-indukalt tiidokarosodasra
(138), valamint fali destrukcido nélkiili alveolus megnagyobbodast mutatnak (139).
Klotho-hianyos egér a human emfizéma modellezésére is alkalmas (139). Kérdés
azonban, hogy klotho-hiany esetén a tiid6 fejlédése szenved zavart, vagy a mar
megfelelden kialakult szerv korai karosodasa zajlik (140).

Suga és munkatarsai vizsgéalata (139) megallapitotta, hogy kéthetes korban a klotho
egerek tiideje szovettani vizsgalattal nem kiilonboztethetd meg a vad tipustol. Ez azt
erdsiti meg, hogy nem fejlddési rendellenességrol van szo, hanem a kifejlodott szerv korai
destrukcidja torténik. 4 hetes korban mér az alveolaris ductusok egyértelmil
megnagyobbodasa észlelhetd, a testtomeg €s a tiidokapacitas is szignifikdnsan csokken.
Klotho mutans egérben az elsé szdvettani valtozasok, a 1égzdfeliillet megnagyobbodasa
¢s az alveolusfalak destrukcigja a tiidoben ekkor torténik (139, 141). 10 hetes korban még
jobban kifejezédnek az emfizémara jellemzd elvaltozasok, normalis alveolus struktira
elvétve észlelhetd. Az alveolaris szeptumokhoz kis homogén nodulusok kapcsolodnak,
melyek kalcifikacionak felelnek meg (139).

A klotho doézis-hatésat jelzi, hogy klotho heterozigota allatokban 10 hetes korig nincs
szOvettani eltérés a tiidoben, azonban 2 éves kor koriil a homozigota recessziv allatra

jellemzd struktara mutathato ki (139).

Klotho-hianyos egérben Iényegesen kisebb testmérethez kb. azonos nagysagu tiido tarsul,
ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy hiperinflalt a tiid6. Hasonléan az emfizémas

paciensekhez, gyulladasos sejtek infiltracidja vagy intersticialis fibrozis nem figyelhetd
meg (139).
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A tiid6 elvéltozasai nem lokalis okokra vezethetok vissza, hanem els6dlegesen olyan
szisztémdas okokra, melyek a Ds.vitamin abnormalis aktivaciéjahoz kapcsolodnak. Az
emfizéma mértékét a Ds-vitamin megvonasa csokkenti. Ugy tiinik tehat, hogy a klotho
hidnyos egerek emfizémaja mogotti morfoldgiai elvaltozadsok szisztémas okokra
vezethetOk vissza (141).

Az l-es tipust kollagénrostokban és az alveoldris szeptumokban kalcium lerakddasok
jelennek meg, a ll-es tipust pneumocitak degeneracioja figyelheté meg. Feltehetd, hogy

crcr

alveolusok 1jjaépitésében kritikus szerepiik van (139).
1.7.2. Klotho a légzészervi megbetegedésekben
1.7.2.1. COPD

A leggyakoribb kronikus 1€gzdszervi megbetegedés a kronikus obstruktiv tiidobetegség
(COPD). A korkép elsdsorban a léguti dramlas csokkenése kovetkeztében kialakulod
perzisztald légzdszervi tiinetekkel jar, melyhez a kislégutak rendellenessége ¢és a
parenchyma karosodésa (emfizéma) vezet. Ezek jelenléte és aranya egyénenként és
idében valtozo mértéki (142).

A COPD prevalencidja nagy elemszaml nemzetkdzi epidemioldgiai vizsgéalatok alapjan
(143) 10% folotti, és évi kb. 3 milli6 halalesetért felelds. Legmagasabb az eléfordulasa a

dohanyosok korében.

A COPD kialakuldsa is a fentebb részletezett Oregedési elvaltozasokkal van
Osszefiiggésben (137). Az alveoldris, endothel és simaizomsejtek, limfocitdk telomer
hossza rovidilt, ami korreldl a betegség stlyossagaval. COPD patogenezisében a
proteosztazis sporadikus vagy ordkletes zavara is szerepet jatszik, de kiemelendd a
megndvekedett autofdgia, amit maga a dohanyzéas is aktivdl. A szabadgyokok
kialakulasdban, mind pedig progresszidjaban szerepet jatszik, ahogy a tiido
parenchymalis sejtjeinek és endothel sejtjeinek oregedése is. A bazalis sejtek regenerativ
kapacitasa csokkent. A megvaltozott intercelluldris kommunikacid, azon beliil is a
megvaltozott immunvalasz szintén patogenetikai tényez6. A FOXO3 csokkenése az
emfizéma kialakulasat segiti. A tdpanyagellatottsag-érzékelés szabalyozasanak

felbomlésa a proteosztazis romlasaval szintén szerepet jatszik a COPD kialakulasdban. A
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proteoszazis felbomldsdval a nem megfeleld térszerkezetli fehéjék felgylilnek az
endoplazmatikus retikulumban és gyulladast generalnak. Az extracellularis matrixban
(ECM) a megbomlott protedz/antiproteaz-egyensuly az alveolaris szeptumok

elvesztéséhez ¢és emfizéma kialakulasahoz vezet (137).

Jelenleg nem 4&ll rendelkezésiinkre sem széles korben hasznalt diagnosztikus, sem
prognosztikus biomarker a COPD lefolyasanak kovetésére. Egyediil a vér eozinofilsejt
szama az, amit a GOLD ajanléasa (142) szerint terapiavalasztas soran alkalmazhatunk,
egyebekben a spirometria és az ¢letmindség-kérddivek haszndlata a gold standard. Nagy
sziikség lenne olyan biomarkerekre, melyek objektiven, megbizhatéan eldrejelzik és

kovetik a betegség lefolyasat, illetve a terapias valaszkészséget.

A klothoval kapcsolatos eddigi ismereteink alapjan felmeriil, hogy emfizémaban
alacsonyabb lehet a szintje, és esetleg aranyban allhat az emfizéma mértékével,

sulyossagaval, illetve biomarkerként alkalmas lehet a betegség lefolyasanak jellemzésére.

COPD-s paciensek klotho mRNS expresszidja (144) - hasonldan a 1éguti epithel sejtekben
megfigyelhetd klotho expresszidhoz (145) - csokkent az egészségesekhez képest, mig
plazmaklotho-szint tekintetében Patel és munkatarsai nem talaltak kiilonbséget (146),

azonban ez az informacio a vizsgalatunk megkezdése el6tt nem allt rendelkezésre.

Tekintettel arra, hogy a COPD-s betegek jelentds része erés dohanyos, vagy szamottevo
dohényzasi anamnézissel rendelkezik, lényeges a dohinyzds és a klotho szintek
Osszefliggéseinek ismerete. Nem egyontetiiek az eredmények azzal kapcsolatban, hogy a
dohanyosok szérum-/plazmaklotho-koncentracidja eltér-e a nemdohanyzokétol (146),
erds dohanyosokban azonban szignifikdnsan magasabb klothoszinteket mértek (147) és a

dohanyzas abbahagydsa csokkenti a klothoszintet (148).

A klotho downregulacidja abnormalis autofagia aktivitdst eredményez, fokozott

expresszidja pdig csokkenti azt (149).

1.7.2.2. Tiidérak
A tiidoérdk a masodik legmagasabb morbiditasti daganat mind a férfiak, mind a ndk
korében, évente kb. 2 200 000 esetben diagnosztizaljak, ez az Osszes daganatos

megbetegedés tobb mint 11%-a. Mortalitdsa mindkét nem esetében a legmagasabb, kb.
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1 800 000 évente, az 6sszes daganatos halalozas 18%-a (150). 5 éves tulélése az USA-
ban 24% (151).

Elsdédleges kockazati tényezdje a dohanyzas (akar aktiv, akar passziv), de més kornyezeti
(pl. radon, azbeszt) és genetikai tényezok, illetve az életkor elérehaladasa 6nmagaban is
kockézatot jelent.

A tiidordk is az Oregedd tiid6 betegségének tekinthetd, melynek legfontosabb koroki
tényezbje a genomikai instabilitas, a megvaltozott DNS-helyreallito6 mechanizmusok
(137). A daganatsejtekre olyan epigenetikai moédosulasok jellemzok, mint a DNS
hipermetilaci6, hiszton modifikaciok stb. A tumorképzddés soran a genetikai és
epigenetikai modosuldsok szoros egymasra hatdsban vannak. A daganatsejtek szamara is
egyensulyban 1év0 proteosztazis sziikséges, azonban ezt a maguk képére tudjak formalni,
hogy alkalmazkodjanak példaul a hipoxémidhoz, pH-véltozashoz. A tumorprogresszid
soran megvaltozik a sejtek kozotti kommunikacid, ami a megvaltozott mikrokornyezetért
felelds, illetve segit abban, hogy a malignus sejtek kikeriilhessék az immunrendszert. Az
ECM szabdlyozasi zavara hozzajarul a daganat kialakuldsdhoz, progresszidjdhoz és
metasztazisképzéseéhez, a neoangiogenezishez és a gyulladas 1étrejottehez (137).

Mind az IGF-1/inzulin (152), mind a Wnt/B-katenin jelatviteli ut (153) szerepet jatszik a
tiid6 karcinogenezisében. Emelkedett plazma IGF-1-koncentracié 0sszefiiggésben van a
tiidorak kialakulasanak kockazataval (154) és tiidérakos paciensek keringé IGF-1 szintje
emelkedett az egészséges személyekhez képest (155), bar az eredmények
ellentmondasosak e tekintetben (156). Tovabba, daganatos tiidészovetben emelkedett

IGF-1-szinteket detektaltak (157).

Az 6ssejtek kimeriilése tumorszupresszorként hathat. Ez a jelenség szerepet jatszhat
abban, hogy i1dds korban csokken a tlidérak incidenciaja, mig a tobbi Oregedéssel
Osszefiiggd tiidobetegseg, pl. COPD, IPF eléfordulasa tovabb nd (137). A sejtoregedés
az Akt/mTOR tengely koros aktivalodasa folyamatos proliferativ jeleket ad a
tumorsejteknek, ezzel a daganatterdpia egyik fontos terapids célpontja (101). Az
autofagianak kettés szerepe van, egyrészt gatolja a daganat kialakuldsat, masrészt
lehetévé teszi a daganatsejteknek, hogy megbirk6zzanak a metabolikus és kornyezeti

stresszel (101).
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Tidoérak esetében a korkép magas prevalencidgja €s rossz progndzisa miatt
kulcsfontossagu a prediktiv €s prognosztikus biomarkerek alkalmazasa. A jelenleg is
alkalmazott biomarkerek koziil példaul az EGFR, ALK, PD1/PDL1 stb. megbizhat6an
vizsgalhatoak szdvettani mintakon, bar a sziikséges szOvettani mintavétel nem
kivitelezhetd minden tiidérdkos paciens esetében. Ezeket a biomarkereket szofisztikalt
modszerekkel (immunkémiai vizsgalatokkal, PCR-ral) lehet vizsgalni, melyekhez

specialis eszkdzokre és szaktudasra van sziikség. Ez gyakran késlelteti az eredményt.

Tekintettel arra, hogy a carcinogenezisben részt vevé IGF-1/inzulin, Wnt-p-katenin
jelatviteli utak gatlasa terapias érdeklddésre tart szamot, és a klotho gatolni képes ezeket,
a klotho tiidérakban betoltott szerepének jobb megértésére van sziikség, hiszen felmertil

a szerepe, mint potencialis biomarker.

crer

hepatocellularis karcinomaban) (158, 159), de mas daganatok esetében is
tumorszupresszorként viselkedett (160). Génexpresszids vizsgalatok tiidorak esetében is
elorevetitették a klotho potencidlis szerepét: csokkent az expresszio tiidorak
szovetmintakban és sejtvonalakban is az egészséges tiidohoz képest (161), valamint
méginkabb  csokkent kemoterdpia-rezisztens tiidérdkban (162, 123). Tobb
tiildéraktipusban is 0sszefliggést mutattak ki a klotho expresszio és a talélés kozott (163,

164).

Bér a klotho fehérje szerepe és funkcidja csak részben ismert, az IGF-1 jelatvitelt gatlo
hatésa ismert, legvaloszinilibb, hogy az IGF-1 receptor autofoszforilacidjat akadalyozza
meg (18). Ez a hatdsmechanizmus feltételezhetden a rakos sejtek proliferacio-

szabalyozasanak ¢és tulélésének f6 komponense (165).

Tiid6 laphamrakok 2,9%-aban, adenocarcinomak 2,3%-aban figyelték meg az alfa-klotho

fehérje potencialisan onkogén mutacioit (166).

crer

motilitasat (167, 168), és Osszefliggést mutattak ki in vitro a terapiarezisztenciaval is
(162). Ezekért a hatasokért legalabb részben az IGF-1R/Akt (167), a Wnt3a/B-katenin
jelatvitel (161) és a csokkent IL-6, IL-8 termelés felelds (168). Nagysejtes neuroendokrin

karcinomas vagy kissejetes tiidorakos megbetegedések szoveti klothoexpresszidval jobb

30



kimenetliek, mint klothoexpresszid nélkiil, a szoveti klothoexpresszi6 a tilélés fiiggetlen
pozitiv prediktiv faktora (164, 169). A klotho érzékenyitheti a tiidordkos sejteket
ciszplatin indukalt apoptozisra a PI3K/Akt jeltavitelen keresztiil (123) vagy a csokkent
autofagia altal (162).

A klotho tulexpresszid csokkenti a malignus sejtek novekedését (161), mig a gén
elcsendesitése noveli a tumor fejlodését (162). Alacsonyabb klothokoncentraciot
mutattak ki terapiarezisztens sejtvonalakban (162), és a klothoexpresszié valtozasa

lehetdségét, hogy a klotho novelheti a rakos sejtek kemoterapia-érzékenységét.

A génexpressziora vonatkozd vizsgélatokkal ellentétben a keringd klothoval

kapcsolatban vizsgalatunk megkezdése el6tt nem rendelkeztiink informacioval.

1.7.2.3. Obstruktiv alvasi apnoe

Az obstruktiv alvasi apnoét a felsd 1égutak visszatéro, részleges vagy teljes kollapszusa
jellemzi az alvasidé alatt, ami intermittaldé hipoxémahoz és az alvasszerkezet
megbomldsdhoz vezet. A kronikus intermittald hipoxémia noveli a reaktiv oxigén
szarmazékok ¢és a gyulladdsos medidtorok termelddését (170). Az oxidativ stressz
markerek szintje és a szisztémas gyulladas mértéke Osszefiiggésben all a betegség

stlyossagaval (171) és hozzajarul a tarsbetegségek kialakulasahoz (172).

OSA-ban a gyulladdsos markerek megemelkednek, ezért legszélesebb korben ezeket a
proinflammatorikus markereket vizsgaltak (CRP, IL-6, TNF-a), de nem elég
specifikusak, mert szamos mas, OSA-hoz gyakran tarsuld korképben is emelkedettek.
Ugyanez a helyzet a metabolikus és oxidativ stressz markerekkel (pl. 8-izoprosztan, NO).
A jelenlegi megitélés szerint inkabb a fenti biomarkerek kombinacidjanak elemzése
jelenthet megoldast, vagy proteomikai vizsgalatok, de egyeldre tavolinak latszik ezek

gyakorlati alkalmazasa a klinikumban.

Tobb szempontbdl is felmeriil, hogy OSA-ban megvaltozott klotho-koncentraciokkal
talalkozhatunk.

A klotho fehérje gyulladasgatlo hatasa (19) és oxidativ stresszt mérsékld hatasa ismert
(22), serkenti az eNOS expressziojat (35). Ezzel parhuzamosan a klotho elégtelen

termel6dése endothel diszfunkciohoz vezet (74).
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A szisztémas gyulladas csokkenti a klotho termelddését a vesében (173, 174); a Ds-
vitamin szintje, mely a klotho potencialis aktivatora (175), csokkent OSA-ban (176). A
koros elhizas, az alvasi apnoe leggyakoribb etioldgiai tényezdje alacsony klotho

szintekkel parosul (57).

1.7.2.4. Ok és/vagy okozat?

A fenti légzdszervi megbetegedések kialakulasdban tehat nemcsak az életkor
elorehaladédsa, hanem sok esetben a kockazati tényezok éveken, évtizedeken keresztiili
fennalldsa (dohanyzas, elhizds) is szerepet jatszik. Ezek mar a korkép kialakulasa el6tt is
az oxidativ stressz novelését eredményezik, lokalis és szisztémas gyulladast tartanak
fenn. Maig nincs elegendd ismeretiink azzal kapcsolatban, hogy miért alakul ki egyes
dohanyosokban COPD, tiidérak, mig masokban nem. Miért tarsul egyes paciensekben
COPD-hez és/vagy elhizashoz OSA, mig masokban nem. Az egyéni valaszkészség fontos
elemei lehetnek a kompenzaciés mechanizmusok, hogy mennyi ideig és milyen
mértékben képes a szervezet megbirk6zni a patomechanisztikus hatasokkal. A klotho,
tekintettel a rendkiviil szerteagazd hatdsmechanizmusara, kulcsmolekuldja lehet a
kompenzacidé visszaszorulasahoz, végiil a koérkép kialakulasahoz vezet. Azonban
felmertilhet a klotho esetleges korfejlddést befolyasold szerepe is, miszerint a korkép
kialakulasat kovetden megemelkedett koncentracioval igyekszik a szervezet csokkenteni
a karosodasokat. Az ok-okozati dilemma mellett szintén tisztazasra szorul, hogy a klotho
valtozasa ténylegesen a patomechanisztikus folyamat része-e, tekinthetjiik-e koroki
tényezének, vagy  pusztdn  tlinetként,  markerként  tekintsink rd  és

koncentracidvaltozasaira.
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2. Célkitizések

Az irodalmi adatok alapjan tobb 1égzdszervi korkép kapcesan felmeriilt, hogy a klotho
patomechanizmusban betoltott szerepébdl adéddéan biomarker funkcidval birhat, azaz
jelezheti egyes 1égzdszervi megbetegedések sulyossagat, lefolyasat, progresszidjat.
koncentraciovaltozasainak elemzése, valtozékonysaganak megitélése volt kiilonb6z6

1égzbszervi megbetegedésekben.

A plazmaklotho-koncentracio rovid- és hosszu tava valtozasait kiilonb6z6 beavatkozasok
hatasara, illetve csoportok kozotti eltéréseket szamos munkacsoport vizsgalt, ennek
ellenére a klotho koncentracid technikai reprodukalhatésagaval kapcsolatban nem
rendelkeztiink informacidoval. A korabban leirt eredmények értelmezéséhez,

napok kozotti variabilitasa.

Els6 1épésben olyan vizsgdlomodszert kerestiink, mellyel megbizhaté mddon tudjuk

hasznalt modszerrel elérhetd intra-assay variabilitést.

Tekintettel arra, hogy szerettiik volna hosszmetszeti vizsgalatban, beavatkozdsokat

crer

crer

Ezt kovetden célunk volt megvizsgalni a kapcsolatot a keringd klotho fehérje és a COPD-
s paciensek klinikai paraméterei kozott, hogy lassuk, a plazma klotho koncentracidja
tikkrozi-e a paciensek funkcionalis paramétereit: annak megitélésére, hogy a plazma

klotho koncentracioja szolgalhat-e a COPD biomarkereként.

Daganatos megbetegedésekben a klotho altal medialt jelatviteli utak gatlasa régota
terapias érdeklddésre tart szdmot. Tobb, az IGF, mTOR valamint Wnt jelatvitelre hat6
molekulaval végeznek klinikai vizsgalatokat példaul tiidérakban is (177, 178, 179). A
kapcsolatban azonban kevés informacioval rendelkeziink tiidérdkos péciesnek esetén,

szerettiik volna ezt megismerni.
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crer

elemzése OSA-ban, Osszevetése a paciensek klinikai és alvasi paramétereivel, ¢jszakai

hipoxémia-markereivel.

Hipotézisek

1. COPD-s paciensek plazma klotho koncentracidja komplex tiidogyodgyaszati
rehabilitacios program hatasara (fizikai tréning, étrend és a gyogyszeres terapia
optimalizalasa, pszichoszocidlis timogatas) megemelkedik.

2. A csokkent klotho mRNS szintekhez hasonléan a plazma klotho fehérje
koncentracioja is csokken tiidorakban, €s valtozhat a szovettani tipusnak és a betegség
stddiumanak fiiggvényében. A keringd klotho informéciot adhat a tumor proliferativ
¢s  metasztdzisképzd  potencialjarol, a  talélésrdl, ¢és  eldjelezheti a
platinaérzékenységet, ezzel informaciot nyljtva a terapiavalasztashoz.

3. Obstruktiv alvasi apnoe alacsonyabb plazma klotho koncentraciokkal jar, és utobbi

Osszefiiggésben 4ll a betegség klinikai paramétereivel
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3. Modszerek

3.1. Plazmaklotho-koncentracié mérésének modszertana

A kovetkezOkben bemutatasra keriild harom vizsgalatban a plazmaklotho-koncentracio
meghatarozasat végeztiikk el kiillonbozd egészséges- €s betegesoportokban, illetve a
koncentracid valtozasat mértiik beavatkozas hatdsara. A mérést minden esetben

ugyanazzal a méodszerrel végeztiik.

Vénas vérvételt kovetden a mintdk azonnali centrifugaldsara keriilt sor (fordulatszdm:
1500 rpm, iddtartam: 10 perc, hdmérséklet: 4°C). A feliilaszot, a plazma mintakat -80°C-

on taroltuk felhasznélésig.

crer

(ELISA, Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd., Takasaki, Japan) hataroztuk meg. A
gyartd adatai alapjan a kit als6 és fels6 detekcids hatarai 93,75 pg/ml és 6000 pg/ml.

A vérvétel vizsgalattol fliggéen EDTA-csOvekbe vagy citratos csdvekbe tortént, ezt az

adott vizsgélatnal jelezziik.

Az éltalunk hasznalt ELISA (180) a klotho mindkét izoforméjat (KL1-KL2 és KL1)
kimutatja. Az altalunk vart koncentracion a kit gyarto altal meghatarozott inter-assay

variabilitasa 6,5%.

Az intra-assay variabilitdas meghatarozasahoz egyazon plazmamintabol egyazon ELISA

kit 2 lyukaba adagoltunk mintat.

Az alabbiakban az egyes vizsgalatokba bevont pacienseket és az adott vizsgalat soran

elvégzett statisztikai elemzéseket mutatom be.

3.2.  Plazma klotho-koncentracio mérése COPD-ben

3.2.1. Alanyok

A vizsgalatba 31 stabil COPD-s paciens (¢életkor 63,9 + 7,9 év, FEV1 38,6 £ 14,1%
(atlag+=SD)) keriilt bevonasra (181). Egyik paciens sem volt asztmas, ¢s nem keriiltek
bevonasra kronikus veseelégelenségben, illetve az elmult 5 évben daganatos
megbetegedésben szenveddk. Kizarési kritiérium volt tovabbd az elmult 3 honapban

lezajlott akut exacerbacio.
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Fentiek koziil 19 paciens, a betegség stadiumatol és dohanyzasi szokasoktol fliggetlentiil,
részt vett egy 3 hetes elektiv, komplex korhdzi 1égzdszervi rehabilitacios programban. A
paciensek részletes allapotfelmérésen mentek keresztiil a rehabilitacids program elsé és
utolsd napjan. Légzésfunkcios vizsgalat és 6 perces sétateszt (6MWD) tortént, CAT
(COPD Assessment Test) és mMRC (modositott Medical Research Council diszpnoé
skala) kérdoiveket toltottek ki. Mindkét alkalommal megtortént a szoritoerd, a
mellkastagulas és az akaratlagos apnoe 1d6 mérése. A paciensek klinikai jellemzoit az 1.
tablazat foglalja 6ssze. Ahol masképp nincs jelezve, az adatok atlag = SD formatumban

vannak megadva.

1. tablazat. COPD-s paciensek klinikai paraméterei

Osszes paciens Rehabilitacids alcsoport
Paciensek szama (f/n) 19/12 11/8
Eletkor (év) 63,9+7,9 63,3+8,8
FEV1 (%) 38,6+14,1 35,7+10,7
pO2 (kPa) 8,2£1,9 8,2+1
Dohanyos/ex-dohanyos 14/17 8/11
Dohanyzasi anamnézis 49,1+25.4 47,3+23,7
(csomagév)
GOLD stadium (db)
A 2 0
B 2 1
C 6 3
D 21 15
BODE-index 3,842 4,1+1,9
BMI 23,94+4.9 23,1+4,3
6MWD (m) 376,3+£102 373,7+123,5
CAT 13,7+6,5 14,9+7,3
mMRC 1,7+0,9 1,8+1
Szoritoerd (kg) 27,9£10,4 27+10,9
Akaratlagos anpoe 1d0 (s) 20,9£8,1 19,2+7,3
Mellkastagulés (cm) 3,6+1,3 3,620,7
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A komplex 1égzésrehabilitaciés program az alabbi elemekbdl tevédott Ossze: napi
1égzbizomtréning, kontrollalt 1égzési technikak elsajatitdsa, mellkasmobilizalas (kb. 40
perc); egyéni alloképességi tréning szobabiciklin és/vagy futopadon (napi 2 vagy 3
alkalom); személyre szabott étrend; sziikség esetén gyodgyszeres terapia optimalizalasa;

sziikség esetén pszichés tamogatas.

A klinikai paraméterek mérését tapasztalt gyodgytorndszok végezték. A maximalis
szoritder6t a dominans karon, kézi dinamométerrel végezték (Kern&Sohn Gmbh,
Germany). A 6 perces sétatesztet az Amerikai Tiidogyogyasz Térsasag (ATS) ajanlasa
alapjan, 33 méter hosszu beltéri folyoson végezték (182). A mellkastagulas a mellkas
korfogatanak kiilonbsége a maximalis belégzés és a maximalis kilégzes idején. A mérés
mérdszalaggal torténik a processus xyphoideus magassagdban. Egymast kovetd 3
alkalommal tortént mérés, ezek atlaga keriilt rogzitésre. Az akaratlagos apnoe id6 mérése
soran mély kilégzést kdvetden maximalis belégzés tortént, majd a kilégzésig eltelt id6t

mérték. A vizsgalat sordn a paciensek orrcsipeszt viseltek.

A metodikai vizsgalatokat is ezen betegcsoportban végeztiik, ezért a rehabiliticios
program 1. és 3. napjan is tortént vérvétel, illetve az utolsé napon is. A vénas vérmintat
EDTA csdébe vettiik. Minden mintavételre reggel, legaldbb 8 6ra nyugalmat kovetden

kerilt sor.

A vizsgalatok a sziikséges kutatas-etikai engedélyek birtokaban (OGYEI/29037, IKEB
19/2015), az 1964. évi Helsinki Deklaracio €és annak modositdsainak szellemében
kertiltek elvégzésre. Minden paciens tajékozott beleegyezését adta irasban a vizsgélatban

valod részvételhez.

3.2.2. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai elemzését kereskedelmi forgalomban elérhetd szoftverekkel
(SPSS20 és Graph Pad Prism) végeztiik. A bevonandod esetszamot GPower hasznalataval
hataroztuk meg. A plazma klotho napi variabilitasat Bland-Altmann teszttel és variacios
koefficienssel jellemeztiikk. Az intra-assay variabilitast szintén variacios koefficienssel
jellemeztiik. A péarositott adatokat paros t-probaval vagy Wilcoxon-féle rangszam
probaval hasonlitottuk 0ssze. A nem parositott adatok Gsszehasonlitasat parositatlan t-
probaval vagy Mann-Whitney U teszttel végeztiik, az eloszlas fiiggvényében. Az adatok

eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. A harom idépontban mért klotho
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koncentraciokat varianciavizsgélattal (ismételt méréses ANOVA) hasonlitottuk Ossze.
5% alatti p értéket tekintettiink szignifikdnsnak. Az adatokat atlag + standard eloszlas
(SD) formaban adtuk meg.

3.3.  Plazmaklotho-koncentracié mérése tiidérakban

3.3.1. Alanyok

45 Bijonnan diagnosztizalt tlidérakos paciens vett részt a vizsgalatban (183). A szdvettani
diagnézis 14 esetben kissejtes, 31 esetben nem kissejtes tiidérak volt (16
adenokarcinoma, 15 laphamkarcindma). A daganat stadiumat is rogzitettiik. Kronikus
veseelégtelenség és mas eredetli tumoros megbetegedés kizaro kritériumok voltak. Csak
olyan paciensek keriiltek bevondsra, ahol a szdvettani diagndzis megtortént. Azon
klinikai paraméterckre, melyekrél munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy nem
befolyasoljak a plazma klotho értékeket (1€gzésfunkcié €s dohdnyzasi anamnézis), nem

voltunk figyelemmel a bevonasnal.

A kontrollcsoportot 43 paciens alkotta. A bevonas kritériuma volt a negativ mellkasi
képalkotd vizsgdlat, illetve az, hogy ne legyen ismert daganatos megbetegedésiik. A
paciensek jellemzdit a 2. tdblazat mutatja be. Az adatok, ahol méasképp nincs jelezve, atlag

+SD formatumban vannak megadva
Az alanyoktol vénas vérvétel tortént, a vérmintdkat EDTA-cs6be gylijtottiik.

A vizsgalatok a sziikséges kutatas-etikai engedély birtokaban (TUKEB 238/2015), az
1964. évi Helsinki Deklaracioban és annak modositasaiban foglaltaknak megfeleléen
kertiltek elvégzésre. Minden péciens tajékozott beleegyezését adta irdsban a vizsgélatban

valod részvételhez.
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2. tablazat. Tiidérakos paciensek klinikai paraméterei

Betegcsoport Kontrollcsoport p

Nem (ffi/né) 45 (23/22) 43 (15/28) n.s.
Eletkor (év) 65,1+7.9 62,3+6,8 n.s.
COPD (+/-) 27/18 17/26 n.s.
FEV1 (%) 62,4+19,8 73,9£316 n.s.
Dohéanyzas
igen / nem / nincs adat (db) | 24/13/8 14/28/1 0,005
Szovettani diagnozis n.a. n.a.
(VIVIIIIV stadium, db)

Kissejtes 14 (0/0/717)

mirigyhamsejtes 16 (1/0/6/9)

laphamsejtes 15 (0/3/7/5)

3.3.2. Statisztikai analizis
Az adatok statisztikai elemzését és vizualizacidjat Statistica €s Graph Pad Prism (4.00
verzi6 Windows-ra, La Jolla California, USA) szoftverekkel végeztilk. Az alanyok
paramétereit Student-féle t-teszttel és Chi-négyzet probaval hasonlitottuk Ossze. A
klotho-értékek eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. Az adatok normal
eloszlast mutattak, igy a klotho-értékeket Student-féle t-probaval hasonlitottuk 6ssze a
csoportok kozott (egészséges vs. tiidordkos; metasztatizalt vs. nem attétes).
Egyszempontos ANOVA-t hasznaltunk a harom szovettani csoport 0sszehasonlitisara,
melyet Tukey-teszt kovetett a barmely 2-2 csoport kozott esetlegesen fennalld
szignifikans kiilonbség igazolasara. A tiidorakos és a kontrollcsoport 6sszehasonlitasahoz
sziikséges minimalis esetszamot korabbi, egészséges felndttek korében végzett plazma-
klotho méréseink eredményei alapjan kalkulaltuk (4tlag 562 pg/ml és standard eloszlas

146 pg/ml), a hatdsnagysag (effect size) pedig az ELISA kit adott koncentracional varhato
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assay-k kozotti variabilitasanak duplaja (19%). A tiidérakos betegek alcsoportjainak

elemzésére, a sziikséges esetszam meghatarozasahoz nem tortént power-analizis.

3.4. Plazma klotho-koncentracié mérése obstruktiv alvasi apnoe szindrémaban

3.4.1. Alanyok

62 felnodtt onkéntes vett részt a vizsgalatban (184). Mindannyian a Semmelweis Egyetem
Pulmonoloégiai Klinika alvéslaboratoriumaba kaptak beutalot OSA gyanuja miatt (pl.
horkolés, apnea megfigyelése, nappali dlmossag, faradtsag stb.) Kizarasi kritériumok
voltak az elmult 5 évben fennall6 danagatos megbetegedés; autoimmun betegség, nem
kontrollalt kréonikus megbetegedés (pl. diabétesz), ismert veseelégtelenség az
anamnézisben, illetve a vizsgalatot megel6z0 4 hétben zajlo fertézés. Egyik résztvevd

sem volt korabban OSA-val diagnosztizalva vagy kezelve.

Poliszomnografids vizsgalat tortént 44 paciens esetében, 18 esetben pedig
kardiorespiratorikus poligrafia. A diagnosztikus vizsgalatot kovetden vénas vérvétel
tortént a plazma klotho koncentracidja, illetve a vércukorszint, kreatinin, koleszterin,
HDL-C, LDL-C, triglicerid és CRP meghatarozasa céljabol. A klothoszint méréséhez a
vérvétel citratos csdbe tortént. A glomerulus filtracios rata (GFR) a Modification of Diet

in Renal Disease egyenlet segitségével lett kiszamitva.

GFR [ —mo | — |75 % { szérum kreatinin )~ '+
1.73 m2

% (kor) "% x (0.742 hané)

Megtortént az anamnézis felvétele, vérnyomdsmérés, és a résztvevok kitoltotték az
Epworth Sleepiness Scale (ESS) kérddivet. A bentfekvés soran a poliszomnografias és
poligrafias vizsgalat Somnoscreen Plus Tele PSG (Somnomedics GMBH, Germany)
eszkozzel tortént. A poligrafia sordn a testhelyzet, a mellkasi €s hasi 1égzési kitérés, a
légzéshangok, a nazdlis nyomds, EKG ¢&s Oz-szaturacido keriilt rogzitésre, mig
poliszomnografia soran electroencephalogram, electro-oculogram €s electromyogram is
késziilt. Az alvasfazisok, mozgasok és cardiopulmonalis események manudlisan lettek
rogzitve az American Academy of Sleep Medicine ajanlasa alapjan (183). A teljes
alvasidd (TST), periodusidd (SPT), a teljes alvasidé 90% szaturacio alatt toltott aranya

(TST90%), legalacsonyabb Ogz-szaturac6 (minSatOz) Kkeriilt rogzitésre; valamint
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kiszamolasra keriilt az apnoe-hypopnoe index (AHI), az O>-deszaturacids index (ODI) és
az ¢ébredési index (AI). Az obstruktiv alvasi apnoe diagnozisa 5/h-ndl nagyobb AHI

értékben volt definialva.

A vizsgalatok a szilikséges kutatds-etikai engedély birtokaban (TUKEB 30/2014), az
1964. évi Helsinki Deklaracio és annak modositasai szellemében keriiltek elvégzésre.

Minden paciens tajékozott beleegyezését adta irasban a vizsgalatban valo részvételhez.

3.4.2. Statisztikai analizis
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) szoftvert hasznaltunk az
adatok statisztikai elemzésére. Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel vizsgaltuk. A
OSA-s és kontrollcsoport értékeit parametrikus esetben t-probaval, nem normal eloszlas
esetén Mann-Whitney U teszttel hasonlitottuk Ossze. Kategorikus valtozok kozotti
kapcsolatot nagyobb esetszam esetén chi-négyzet probaval, kisebb esetszam esetén
Fisher-egzakt teszttel elemeztik. A plazmaklotho-koncentracidkat a klinikai
paraméterekkel és az alvasi markerekkel az esetleges korrelacido megallapitasa érdekében
Spearmann-teszttel hasonlitottuk dssze. Az elemzéseket elvégeztiik a 8 elhizott (BMI >30
kg/m?2) alany kizarasat kovetden is (n = 5 OSA és n = 3 kontroll). 0,05 alatti p értéket

tekintettlink szignifikdnsnak.

A plazmaklotho-szint és az ¢éjszakai hipoxémia markereinek (ODI és TST90%)
0sszehasonlitasahoz sziikséges minimalis elemszamot 0,35 hatasmérettel, 80% erdvel
(power) és 0,05 a értékkel becsiiltiik meg. Ezeket az értékeket a plazmaklotho-

koncentréaci6 korabbi vizsgalatainkban kapott eloszlasa alapjan hataroztuk meg.
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4. Eredmények
4.1. Plazma klotho vizsgalatanak modszertani kérdései

4.1.1. A plazmaklotho-szint meghatarozasanak megbizhatosaga
A plazmaklotho-szint mérése az intra-assay megismételhet0ség elemzése alapjan a fenti
modszerrel és ELISA kittel megbizhatoan mérhetd, méréseink alapjan az intra-assay

variacios koefficiens 3,4%.

4.1.2. A plazma klotho-koncentracié napok Kkozotti variabilitaisa COPD-s
betegekben

A klothoszint napok kozotti variabilitasat (between-day variability) a stabil COPD-s

paciensek 1égzésrehabilitacids kezelésének 1. és 3. napjan vett vérmintaibol hataroztuk

meg. A varidcids koefficiens 4,5%. Az egyezdség hatarai (95% limits of agreement) -

88,35 pg/ml és 71,52 pg/ml (4. 4bra).

200+
1504
1004 o s ’

504 - % 95%-0s egyezdségi hatér (71,25)
(7 RN - e Silag (-8.4)

504 ~ - Nt O

-100+ A - 95%-0s egyezdségi hatar (-88,35)
-1504
-2004

1. nap - 3. nap (pg/ml)

Klotho egyénen belili kilonbsége

100 200 300 400 500 600 700 800 900
Klotho egyénen beluli atlaga
(1. nap + 3. nap)/2 (pg/ml)

3. abra: Intra-subject variabilitas. A plazma klotho-koncentracié napok kozotti

variabilitasa Bland-Altman gorbén, dsszehasonlitva az egyén klotho

koncentracioinak atlagat a klotho koncentraciok kiilonbségével.
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4.2. Plazma klotho-szint stabil COPD-ben

4.2.1. A plazma klotho koncentraciojanak kapcsolata a stabil COPD-s paciensek
klinikai paramétereivel

A dohanyos ¢és ex-dohanyos COPD-s csoport plazmaklotho-szintje kozott nincs
szignifikans kiilonbség (508,4 + 95,2 vs. 510,2 + 164,4 pg/ml, p>0,05; atlag£SD) (5.
abra). A fehérje koncentracidja nem korrelal sem az életkorral, sem a testtomeg-
indexszel, sem a FEV1%-Kkal, ahogy a szoritoerével sem (r = 0,278; p = 0,162) (6. abra);
a csomagévben kifejezett dohdnyzasi anamnézissel sem (r =—0,234; p=0,213) (7. &bra),

valamint a 6 perces sétatavolsaggal (r = —0,235; p = 0,238) (8.abra) sem.

p=0.791
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5.abra. Plazmaklotho-koncentracio a dohanyos és ex-dohanyos csoportban

r=0,278 p=0,162
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6.abra. Plazmaklotho-koncentracio a szoritéeré fiiggvényében
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=
E 900
& 8004 ™
& T00 5 - [ |
=] G040 - - 2 [ ] =
400 = g
= 3004 -
E 200 =
5 e
= 0 25 50 75 100 125

dohanyzas (csomagév)

7.abra. Plazmaklotho-koncentracio a csomagévben Kkifejezett dohanyzassal

osszefiiggésben
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8.4abra. Plazmaklotho-koncentricio a 6 perces jarastavolsag fiiggvényében
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4.2.2. Légzbszervi rehabilitacié hatasa a stabil COPD-s paciensek klotho-szintjére

A 3 hetes 1égzdszervi rehabilitacios program hatdsara szignifikdnsan javult a paciensek 6
perces sétatavolsaga (373,7 = 123,5 vs. 414,5 = 118,6 m; p=0,0017), szoritoereje (27 +
10,9 vs. 30,2 = 9,1 kg; p=0,0013), mellkastaguldsa (3,59 + 0,7 vs. 4,89 = 1,3 cm;
p=0,0054) és CAT pontszama (14,9 £ 7,3 vs. 10,7 + 6,5; p=0,0042), azonban nem minden
paciens mutatott javulast a vizsgalt paraméterekben. A FEV1%, akaratlagos apnoe id6 és
az mMRC pontszam nem valtozott szignifikdnsan a kezelés soran. A paciensek
rehabilitaciot megel6z6 és azt kovetd klinikai paramétereit az 3. tablazat mutatja be. Az

adatok atlag £ SD formatumban vannak megadva.

crer

koérhazi 1égzdszervi rehabilitdcids program hatdsara (9. dbra). A rehabilitacié eldtt a
plazma klotho koncentracidja 510,1+149,8 pg/ml (atlag=SD) volt, mig a rehabilitacid
utols6 napjan 504,2+134,9 pg/ml.

3.tablazat. COPD-s paciensek klinikai paraméterei rehabilitacié el6tt és utan

Rehabilitaciot | Rehabilitacié | p rehab. utan-

megelézden végén rehab. eldtt
FEV1 (%) 35,7+ 10,7 344+11,6 n.s. -08+5,5
pO2 (kPa) 8,16 1 8,15+ 0,83 n.s. -0,46 £2,2
6MWD (m) 373,7+123,5 |4145+118,6 |<0,01 40,9 +40,9
mMRC 1,8+1 15+1,3 n.s. -0,3+1
CAT 149+ 73 10,7+6,5 <0,01 -43+59
Szoritoerd 27+10,9 30,2+9,1 <0,01 3,2+3,1
Akaratlagos  apnoe | 19,2+ 7,3 23,9+6,5 n.s. 48+9.7
1d0 (s)
Mellkastagulads (cm) | 3,59 0,7 489+1,3 <0,01 1,3+1,2
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9. abra. COPD-s betegek plazmaklotho-koncentracioja a 1égzészervi rehabilitaciot

megel6zden és azt kovetéen

4.2.3. Rehabilitacios valaszkészség elorejelzése

Alcsoport-analizis  soran  megallapitottuk, hogy azon paciensek kezdeti
klothokoncentracioja, akik klinikai javulast mutattak a rehabilitdcié sordn, nem tért el
szignifikdnsan azoktdl, akik esetében nem tortént javulas. A kezdeti plazmaklotho-
koncentraci6 tehat nem alkalmas a vélaszkészség, a rehabilitdcid hatékonysaganak
elorejelzésére. Megjegyzenddé azonban, hogy a vizsgalat statisztikai ereje az
alcsoportanalizisre nem volt megfeleld, ezért ebbdl nem vonhatd le bizonyossaggal

kovetkeztetés.

4.3. Plazmaklotho-szint tiidérakban

4.3.1. Egészségesek és tiidorakosok klothoszintjének dsszehasonlitasa

A tiiddrékos és a kontrollcsoport pacienseinek plazma klothokoncentracidja kozott nem
mutattunk Ki szignifikans kiilonbséget (median (IQR): 366,3 (257,9-486,8) vs. 383,5
(304,6-489,7) pg/ml, p>0,05) (10. abra). Egy kiugré érték volt megfigyelhetd az
egészséges csoportban, mely sem az anamnézis, sem a rendelkezésiinkre allo klinikai
adatok alapjan nem volt magyardzhato, ezért gy dontottiink, nem zarjuk ki az értéket a
tovabbi vizsgalatokbol. Elvégeztiik azonban a szamitdsokat a kiugro érték kizarasaval is,

¢s igy sem bizonyult szignifikdnsnak a kiilonbség. A kiugrd értékre vald tekintettel
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azonban ebben a vizsgéalatban median és interkvartilis tartomany formajaban adjuk meg

az eredményeket.
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10.abra. Tiidérakos paciensek és a kontrollcsoport plazmaklotho-koncentracioja

4.3.2. Alcsoport-analizisek

Egyszempontos ANOVA-val vizsgéalva szignifikans kiilonbséget (p=0,04) talaltunk a
harom szovettani tipus kozott: adenokarcindéma (353 (329,4-438,5) pg/ml), laphamsejtes
karcinoma (308 (209,6-348,1) pg/ml) kissejtes tiidérak (388,8 (289,9-495,4) pg/ml) (11.
abra). A Tukey-féle poszt-hoc teszt azonban nem mutatott szignifikans kiilonbséget egyik
parositas esetében sem a szovettani tipusok kozott. Szintén nem volt szignifikans
kiilonbség az egyes szovettani csoportok és az egészségesek kozott, mint ahogy a

kissejtes-nem kissejtes csoportok kozott sem.

Nem volt kiilonbség a COPD-ben is szenvedd tiidorakos paciensek és a 1éguti obstrukciot

nem mutatd paciensek kozott, sem a dohanyos és ex-dohanyos paciensek kozott.
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11.4bra. Kiilonb6zo6 szovettani tipusokba tartozé tiidérakos paciensek

plazmaklotho-szintje

A betegség stlyossagat tekintve, a [V-es stadiumu paciensek plazmaklotho-szintje (354,2
(306,9-433,3 pg/ml) nem kiilonbozott szignifikansan azoktdl a paciensektdl, akiknél
tavoli metasztazis nem volt jelen (stage I-111) (328,5 (242,5-419,7) pg/ml) (12. abra).
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12.4bra. Paciensek plazmaklotho-koncentracidja metasztatizalt és tavoli attétet

nem ado tiidorak esetén

48



4.4. Plazmaklotho-szint obstruktiv alvasi apnoe-ben

4.4.1. OSA paciensek klinikai paraméterei

A 62 vizsgalt személy koziil 21 esetben igazolodott OSA: 12 enyhe (AHI 5 és 14,9/h
kozott), 6 kozépsulyos (AHI 15 and 29,9/h kdzott) €s 3 stulyos (AHI 30/h f6l6tt) betegség.
A Dbetegcsoportban nagyobb volt a férfiak ardnya és a hipertonidsok, illetve
diszlipidémiasok aranya. Az OSA-soknak magasabb volt a BMI-je, szérum triglicerid
szintje, AHI-ja, TST90%-a ¢és ODI-ja, mig a minimalis Oz-szaturacidjuk szignifikansan
alacsonyabb volt (mindegyik esetben p<0,05). A paciensek és a kontrollcsoport klinikai

paramétereit a 4. tablazat mutatja be.

4.tablazat. OSA-s paciensek és a kontrollcsoport klinikai jellemzdi
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Klinikai jellemzdék OSA (n=21) Kontroll (n=41) | p
Eletkor 55,6£13,2 48+16 n.s.
Nem (ffi/n6) 12/9 8/33 0,004
BMI 27,5+4,8 24,94+4,7 0,045
Dohanyz6/Ex-/Nem-dohanyzo 5/0/16 2/1/38 n.s.
AHI (1/h) 16,1£10,1 1,9+1,2 <0,001
TST90% 6,2+16,2 0,3+1,4 <0,001
TST (min) 389,8+81,3 383,2+56,9 n.s.
ODI (1/n) 12,5+8,8 1,1+0,9 <0,001
ESS 7,6+4.2 6,5+3,7 n.s.
SPT (min) 422,1+£86,6 426,8+48,4 n.s.
Al (1/h) 49,6+243 45321 n.s.
MinSat O> 85,4+3,7 90,9+2.9 <0,001
OSA sulyossag (n) n.a. n.a.

Enyhe (AHI 5-14) 12

Kozepes (AHI 15-29) 6

Sulyos (AHI >30) 3
Gliikéz (mmol/1) 4,9+0,9 4,8+0,7 n.s.
Koleszterin (mmol/l) 5,4+1,5 5,51 n.s.
HDL-C (mmol/l) 1,6£1,2 1,8+0,5 n.s.
LDL-C (mmol/l) 3,2+1.4 3,2+1 n.s.
Triglicerid (mmol/l) 1,6+0,8 1,240,6 0,038
CRP (mg/ml) 10,3+22,7 4,5+12,1 n.s.
GFR (ml/min per 1,73 m?) 90,0+14,5 83,7+16,5 n.s.
Szisztolés vérnyomas reggel (Hgmm) | 129,1+10,7 124,3+17,7 n.s.
Diasztolés vérnyomas reggel (Hgmm) | 75,7+9,4 78,7+7,8 n.s.
Tarsbetegségek (igen/nem)

Hipertonia 13/8 12/29 0,013

Diabétesz 4/17 2/39 n.s.

Diszlipidémia 12/9 12/29 0,033

Cerebro-/kardiovaszkularis korkép 4/17 3/38 n.s.

Kardialis aritmia 5/16 4/37 n.s.

COPD 3/18 2/39 n.s.
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4.4.2. Egészséges és OSA-s paciensek klothoszintje
A plazma klothokoncentracidja alacsonyabb volt OSA-ban (519,1 + 164,9 pg/ml)
(atlag+=SD), mint a kontrollcsoportban (700,8 + 431,4 pg/ml, p = 0,02) (13. abra).
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13.abra. OSA paciensek és a kontrollcsoport plazmaklotho-koncentracidja, a

median érték feltiintetésével.

A kontrollcsoportban 5 kiugro értéket talaltunk. Ezek a személyek nem kiilonboztek
semmilyen klinikai tulajdonsagukban, gyogyszerhasznalatban vagy tarsbetegségben a
tobbiektdl. Ezen klothoértékek (>1000 pg/ml) kizarasaval csak tendencia volt
megfigyelheté az OSA-ban alacsonyabb plazmaklotho-értékre (519,1 + 164,9 vs. 558,3
+103,4 pg/ml; p=0,10). Tovabba kizarolag a nem elhizott alanyok vizsgélatakor szintén
csak tendencia volt megfigyelhetd a klothoszintek kozott (OSA: 529,1 + 186,7 pg/ml)
(kontroll: 712,8 + 446,2 pg/ml; p = 0,08).

4.4.3. A plazma klothoszintje és az alvasparaméterek kozotti kapcsolat

A plazma klothokoncentracidja szignifikans korrelaciot mutatott az éjszakai hipoxémia
jellemzdivel, mint az ODI (r = -0,31; p = 0,01) (14. abra), TST90% (r = -0,46; p = 0,03)
és minSatO> (r = 0,33; p=0,01) (15. abra). Nem volt korrelacio az ESS, TST, SPT, AHI

és Al értékekkel (mind p>0,05). Az elhizott paciensek kizarasat kovetden a plazma
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klothoszintje és az ODI (r = -0,27; p=0,04), TST90% (r = -0,45; p<0,01), és minSatOx (r

=0,33; p=0,01) kozotti korrelacid tovabbra is szignifikans maradt.
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14.abra. O2-deszaturacios index és plazma klotho kozotti korrelacio
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15.4bra. Minimalis O2-szaturacio és plazmaklotho-koncentracié kozotti korrelacio

Kizarolag a betegcsoportot vizsgalva csak a plazma klotho és a TST90% kozotti kapcsolat
maradt szignifikans (r=-0,46; p = 0,04). Ez az 6sszefiliggés az elhizott paciensek kizarasat

kovetden is fennallt (r =-0,57; p = 0,01).
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4.4.4. A plazma klothoszintje és a klinikai paraméterek kozotti kapcsolat

Az 0Osszes résztvevOt vizsgalva, a hipertonids paciensek plazmaklotho-koncentracidja
szignifikansan alacsonyabb a normotenziveknél (504,7 = 120,3 vs. 730,2 + 4449 pg/ml,
p = 0,02). COPD-s paciensek esetében az alacsonyabb klothokoncentracio tendenciaja
volt megfigyelhet6 (439,0 £ 135,3 vs. 656,8 + 381,6 pg/ml, p = 0,06). Szignifikdns
negativ korrelacio volt a plazma klothokoncentracidja és a szérum trigliceridszintje kdzott
(p = 0,01, r =-0,31). A klothoszint nem korrelalt az életkorral, BMI-vel, dohanyzasi
anamnézissel, CRP-vel, teljes koleszterinnel, HDL-C és LDL-C szintekkel vagy a
gliikézkoncentracioval (p>0,05 minden esetben). Kiemelendd, hogy a szamitott GFR
értékkel sem mutatott korrelaciot (p = 0,19; r = -0,17). Férfiak és ndk plazmaklotho-

koncentracidja sem tért el egymastol.

Kizarolag a betegcsoportot vizsgdlva, a plazma klothoszintje tendenciaszertien
alacsonyabb volt a diabéteszesek korében (378,7 + 140,0 vs. 552,1 = 155,7 pg/ml; p =
0,06). Szignifikans kapcsolat volt a szolubilis klotho és a szérum HDL-C koncentracioja
kozott (p = 0,04; r = 0,48) és tendencia negativ korreldciora a trigliceridszint kozott (p =
0,058; r =-0,43). A GFR-érték és a klothokoncentraciok kozott OSA-s paciensek esetén

sem volt korrelacioé (p > 0,05).
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5. Megbeszélés

Metodikai vizsgadlatok

A valasztott ELISA-kittel megbizhatéan, alacsony intra-assay variabilitassal (3,4%)

crer

A fehérjeszint napok kozotti variabilitasat stabil COPD-s paciensek korében hataroztuk
meg, 4,5%-nak adodott. Az alatt a 48 6ra alatt, ami a két vérvétel kozott eltelt, a paciensek
a korabbitol eltérd ¢életmddot folytattak. Ez a koriilmény befolyasolhatta az
eredményeket, am mivel mindkét mintavétel reggel, legalabb 10 6ra nyugalmat kdvetden
tortént, a torzitds minimalis lehet. Tovabba, a rehabilitdciés program barmely hatisa

ennyire rovid id6 alatt valdsziniitlen, hogy kifejezodjon.

A napok kozotti variabilitds ismerete segitséget nyujthat a kordbbi vizsgalatok
értelmezésében, illetve a jovObeli vizsgalatok tervezésekor. Példaul, ha azt tapasztaljuk,
hogy egy beavatkozas hatasara tobb honap elteltével statisztikailag szignifikansan
megvaltozik a klotho koncentracidja, de ez a valtozas kisebb, mint a napi variabilitas
kétszerese, akkor eléfordulhat, hogy a statisztikailag szignifikans kiilonbség valdjaban

klinikailag nem relevans.
Plazmaklotho-koncentrdcié elemzése stabil COPD-ben

A 1égzbszervi rehabilitacio altalaban a taplaltsagi allapot, fizikai kondicio és pszichés
statusz javulasat eredményezi. Szamos pozitiv hatdsa van a COPD-re: javitja a BODE-
indexet, életmindséget, fizikai teljesitoképességet és a terhelésre adott kardiovaszkularis

valaszt, mig csokkenti a nehézlégzést és a terhelés-indukalta oxidativ stresszt (186).

Ez esetlinkben sem volt masképp: a 3 hetes korhazi 1égzdszervi rehabilitaciés program
szamos komponenst tartalmazott, melyek egyiittesen vezettek az észlelt valtozasokhoz a
teljesitoképességben,  betegségspecifikus  €letmindségben,  szoritderOben  és
mellkastaguldsban. Feltételeztiik, hogy ezek a hatasok kifejezddnek a klothokoncentraciéd
megvaltozasaban is. A rendszeres alloképességi tréning mellett a paciensek napi
1égzdizomtréningen vettek részt, dietetikus ajanlasai alapjan 6sszedllitott egyéni étrendet
kaptak, sziikség esetén optimalizalva lett a gydgyszerelés ¢és pszichoszocidlis

tamogatasban is részesiilhettek.
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Gyarapodd evidencia van arra, hogy nemcsak a fizikai aktivitds befolyéasolja a
klothokoncentraciot, hanem forditva, a fehérje koncentracidja is befolyasolja az izmok

teljesitoképességét.

Annak ellenére, hogy korabbi publikaciok mind a szoritderd, a fizikai teljesitoképesség,
a kronikus stressz és a taplaltsagi allapot kapcsan leirtdk, hogy hatassal vannak a
klothokoncentraciora, a fenti komplex program nem eredményezte a plazmaklotho-

koncentracio szignifikans valtozasat COPD-s paciensek esetében.

Egérben a keringd klotho szintjének szignifikans emelkedését figyelték meg kozvetlentil
fizikai terhelés utan, bar ez a valasz kevésbé volt kifejezett idds egerekben (46). Emberek
korében végzett vizsgalatban az akut fizikai terhelés nem valtoztatott a szolubilis klotho
kovetden végezték el ugyanazt az akut fizikai terhelést, az mar szignifikans
klothoemelkedéshez vezetett. Ez az emelkedés még kifejezettebb volt fiatalok esetében

(azonban azt nem vizsgaltdk, hogy mennyi idé mulva allt vissza az eredeti klothoszint).

fgy az egyik lehetséges magyarazat a megfigyelésiinkre, hogy mivel az életkorrol és a
fizikai alloképességrol kimutattak, hogy befolyasolja a klotho-valaszt (46, 55),

elképzelhetd, hogy az egészséges €s beteg személyek is masképpen reagéalnak.

Felmeriil az is, hogy a 3 hetes periddus til rovid a nyugalmi plazmaklotho-
koncentracioban megjelend valtozasokhoz. Az a tény, hogy a szdmos, potencidlisan
befolyésold tényezd nem volt hatissal a nyugalmi plazmaklotho-koncentraciora, azt is
sugallhatja, hogy stabil COPD-ben a fehérje szintje relative allando a keringésben. Ez a
magyarazat nem mond ellent azoknak a kordbbi eredményeknek, melyek a plazma
koncentracié novekedését mutattak ki egészséges poszt-menopauzalis ndkben 12 hetes
kozepesen intenziv aerob mozgasprogramot kovetéen (56). A novekedés aranya, bar
statisztikailag szignifikans volt, az altalunk mért napok kozotti variabilitasnak kevesebb

mint a kétszerese volt.
Plazmaklotho-koncentracié elemzése tiidérakban

Korabbi ismereteink azt sugalltadk, hogy kiilonbség lehet az egészséges és tlidorakos
paciensek klothokoncentracidja kozott. A tiidoérakban észlelt génexpresszidocsokkenés

(42) alapjan alacsonyabb plazmaklotho-koncentraciét vartunk, bar a tiidérakban
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megemelkedett helyi és szisztémas IGF-1 szintek (187) magasabb klothokoncentraciot
vetitenének elére. Harmadrészt, a klotho elésegiti az ischemia-indukalt angiogenezist
(188) és a klotho-hiany az angiogenezis felborulasahoz vezet (189). A szamos
ellentmondasos hatasra vald tekintettel nehéz megjosolni, hogy emelkedés vagy
csokkenés varhato-e a klothokoncentracioban, azonban a talsulyban 1évé protektiv
mechanizmusok alapjan feltételezhettilk, hogy tiidérakban alacsonyabb a fehérje
koncentracioja. Meglepetésre nem taldltunk eltérést az egészséges ¢€s tiidérakos alanyok
vérmintaiban. Nem vilagos, hogy ez a jelenség a fenti mechanizmusok egymast
kiegyenlité hatasanak eredménye-e, vagy pedig az in vivo mikrokornyezet stabil
koncentraciot tart fenn, esetleg jelenleg még nem ismert kompenzacios
mechanizmusokkal kell szdmolnunk, netan a keringd klotho koncentracidja nem koveti a
helyi expressziomddosuldsokat. Mindent egybevetve, a keringd klotho nem bizonyult

igéretes biomarkernek a tiidérak sztirésére, korai felismerésére.

A tiidordkos paciensek ¢és az egészséges kontrollok kiilonboztek dohanyzasi
szokdsaikban, ami befolydsolhatta volna az eredményeinket. Azonban kordbban

méréseinkben ezekrdl a paraméterekrdl kideriilt, hogy nem befolyasoljak a klothoszintet

crer

crer

nem korrelal a FEV1%-el sem. Ezzel 6sszhangban, nem talaltunk kiilonbséget a jelenlegi
¢s ex-dohanyosok kozott, sem a COPD-ben is szenvedd ¢s nem COPD-s tiidérakosok

kozott.

Szintén eltéré klothokoncentracidkat vartunk a daganat szovettani tipusdnak
fliggvényében. Korlatozott kiterjedési kissejtes tiidordkban az esetek 60%-aban
kimutattak szoveti klotho expressziot (163), mig nagysejtes neuroendokrin carcinomaban
csak a mintdk harmadaban (164). A mi vizsgalatunkban, bar az ANOVA szignifikans
kiilonbséget mutatott a kissejtes tiidérakban, adenokarcinomaban és laphamrakban mért
klotho értékek kozott, a poszt-hoc teszt nem fedett fel kiillonbséget semelyik két csoport
kozott. Nem volt kiilonbség semelyik szovettani csoport és az egészségesek kozott sem,
igy nem értékelhetjiik a kiilonbséget klinikailag relevansnak. Hozzéd kell ugyanakkor
tenni, hogy a vizsgalatunk statisztikai ereje csak a tiidordkos és a kontrollcsoport

Osszehasonlitasara volt megfeleld, az alcsoportok 6sszehasonlitasara nem.
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Usuda és mtsai eredményei, miszerint a klotho expresszié limitalt kiterjedésii kissejtes
tiidorakban és nagysejtes neuroendokrin carcinomdban is a kedvezObb kimenetel
prediktora (163, 164), mint ahogy az is, hogy a miR-10b mikroRNS (mely forditottan
aranyos a tuléléssel) negativan korrelal a klothoval nemkissejtes tiidérakban (190), azt
vetitette eldre, hogy metasztatikus tlidérakban alacsonyabb klothokoncentraciot talalunk,
mint kevésbé elérehaladott betegségben. Pacienseink esetében nem tudtunk kimutatni

stadiumaban.

A klothorol feltételezhetd volt, hogy tiidérakban terapias célpontként szolgalhat, hiszen a
génexpresszid mértéke dsszefiiggésben volt a daganatsejtek ciszplatinrezisztencidjaval in
vitro és egérmodellben, illetve a klotho kilitése ndvelte a ciszplatinrezisztenciat (162,
123). Tovabba, az IGFIR gatlasa szerepet jatszhat a tiidoraksejtek reszenzitizacidjaban
egyes gyogyszerekre (191), igy a klotho, mint IGF1R-g4tl6 terapias érdeklddésre tarthat
szamot. Masodik 1épésben folytatni kivantuk vizsgalatunkat annak elemzésével, hogy a
kezdeti klothokoncentracid eldrevetiti-e a késdbbi platinaérzékenységet, de az elsd
1épésiink negativ eredményeit latva nem tartottuk érdemesnek eziranyban tovabbhaladni.
Jovobeli kutatas targyat képezheti azonban a szdveti klotho és a szolubilis klotho
koncentracioja kozotti 0sszefliggés vizsgalata. Bar eredményeink azt sugalljak, hogy
kevéssé valdszinii a szoros Osszefliggés, ezt sziikséges lenne erre a hipotézisre tervezett

vizsgalattal tisztazni.
Plazmaklotho-koncentracio elemzése obstruktiv alvdsi apnoe esetén

A klotho szerepének az alvasi apnoe-ban vald jobb megértéséhez dsszevetettiik a klotho
koncentraciokat az alvasszerkezettel, az éjszakai hipoxémia markereivel és az OSA-hoz

kapcsolodo tarsbetegségekkel.

Obstruktiv alvasi apnoe esetén alacsonyabb plazmaklotho-koncentraciét mértiink. Az
alacsonyabb klothoszintek kapcsolatban alltak az éjszakai hipoxémia mértékével és
hipertdnia jelenlétével. Eredményeink azt jelzik, hogy a klotho szerepet jatszhat az OSA

patomechanizmusaban.

Klothot kordbban mar tanulméanyoztdk OSA-ban, de a publikdcidoban nem szerepelt a

diagnosztikus teszt leirasa, sem az, hogy részesiiltek-e a paciensek barmilyen OSA-
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kezelésben (192). A klothoszinteket nem vetették 0Ossze klinikai- vagy
alvasparaméterekkel. Mindezekkel egyiitt, a mi eredményeinkkel &sszhangban ez a
tanulmany is szignifikdnsan alacsonyabb klothoértékeket mért OSA-ban. A kronikus
intermittalo hipoxémia vélhetden szerepet jatszik a csokkent klotho-szintézisben, mivel
forditott korrelacio allt fenn a klothoszintek és az ¢jszakai hipoxémia markerei kozott, de
nem az apnoe-hipopnoe index kozott. Megjegyzendd, hogy az OSA-s paciensek
legtobbjének kozépsulyos betegsége volt, €s elképzelhetd, hogy ha tobb stlyos allapotu
paciens keriilt volna bevonasra, szignifikans lett volna az Gsszefiiggés az AHI-val. A
hipoxémia a gyulladasos citokinek megndvekedett szintéziséhez vezethet és azok a
komponensek, melyek a gyulladas kialakitasaban szerepet jatszanak, mint komplement
faktorok, TNF-a vagy interferon-y, csokkenthetik a vese klothotermelését. A hipoxémia,
mint a klothoszintézis esetleges inhibitora, megmagyarazhatja a COPD-ben jelzett
eltéréseket, mivel a hipoxémia mértéke a két vizsgalatban részt vevé COPD-seknél eltérd
lehetett. A jelenlegi vizsgalatban alacsonyabb plazmaklotho-szinteket talaltunk COPD-
ben. Azonban ezt 6vatosan kell értékelni, hiszen nagyon alacsony volt a betegszam (n=5).
Masik lehetséges magyarazat az alacsonyabb klothokoncentracidra a Ds-vitaminhiany
lehet OSA-ban, hiszen tudvalevd, hogy a Ds-vitamin serkenti a vese klotho szintézisét.
Az azonban nem valoszinii, hogy a megzavart alvas, egy masik fontos jelenség OSA-ban,
erOteljesen asszocialt a kltoho expresszioval, hiszen nem taldltunk korrelaciot a
klothoszintek ¢s az alvéasszerkezet markerei (TST, Al) vagy a nappali dlmossag (ESS)

kozott.

Az alacsonyabb klothoszintek hozz4jarulhatnak az OSA patomechanizmusahoz. A klotho

crer

adhézioés molekula-1 (193), az IL-6 (194) vagy IL-8 (195), melyek OSA-ban mind
emelkedettek (196). A klotho az oxidativ stresszt is képes csokkenteni (22). igy a klotho
expresszid csokkenése hozzdjarulhat a megemelkedett szisztémdas gyulladashoz és
oxidativ stresszhez. Annak ellenére, hogy mi nem taladltunk szignifikdns kapcsolatot a
CRP és klotho értékek kozott, azoknak a gyulladasos medidtoroknak az elemzése, melyek
Osszefliggésben vannak a klothoval, segithet a klotho OSA-ban betoltott esetleges

gyulladasellenes szerepének megértésében.

Korabbi vizsgalattal Osszhangban (197), hipertonias pacienseknél is alacsonyabb

klothokoncentraciokat mértiink. A klotho gatlasa megnovekedett aldoszterontermeléssel
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¢és kovetkezményes hipertoniaval jar egérben (198). OSA-ban hiperaldoszteronizmus
figyelhet6 meg, és ez szerepet jatszik az OSA-hoz kapcsolt hipertoniaban (199). A klotho
szintén indukalja az eNOS szintézisét (35). Igy a csokkent klothokoncentraciéo OSA-ban
hozzajarulhat az OSA-ban gyakran el6fordulé endothel diszfunkciohoz (200). A klotho-
hiany a vese szerkezetének karosodasahoz vezet (glomerulusok kollapszusa, tubulus
fibrézis) és funkciocsokkenéshez (198). OSA-ban a veseelégtelenség el6fordulasa
gyakoribb (201), ami szintén hozzajarulhat a hipertonia kialakulasahoz. Megjegyzendo,
hogy vizsgalatunkban kizartuk a veseelégtelen pacienseket, mert a vesefunkcid
Oonmagaban is befolyasolhatja a klothotermelést. Nem volt szignifikans kiilonbség a két
csoport GFR értékei kozott, ez magyardzhatja a GFR és klothoérték kozotti korrelacio
hianyat.

Az OSA-s paciensek kb. 70%-a elhizott (202). A koérosan elhizott paciensek
klothoszintjét korabbi vizsgalat alacsonyabbnak talalta, bar a szerzOk nem vették
figyelembe az OSA-t, mint kovarianst (57). Az elhizas 6nmagaban is szisztémas
gyulladast idézhet eld (203), mely alacsonyabb klothoszintekhez vezethet. Bar az OSA
csoport BMI-je szignifikansan magasabb volt, nem figyelhetd meg korrelacié a BMI és a
klothoértékek kozott, mely 6sszhangban all a COPD-s vizsgalatunk eredményeivel (181),
de megjegyzendd, hogy vizsgalatunkban a legtobb személy BMI-je a normal tartomanyon

beliil volt.

Az elhizas jelentette esetleges torzitas vizsgalatara alcsoport analizist végeztiink nem
elhizott résztvevOk korében. Kiemelendd, hogy a plazmaklotho-szintek és az éjszakai
hipoxémia markerei k6z6tti kapcsolat szignifikans maradt a nem elhizott populacioban
is. Bar ahhoz, hogy az elhizas hatasat vizsgaljuk OSA-ban, tovabbi vizsgalatokra van
sziikség, melyek OSA-s ¢és nem OSA-s elhizott személyeket hasonlitanak Ossze.
Tudvalevd, hogy a derék-csipd arany jobb prediktora a metabolikus szindroménak, mint
a BMI (204), azonban ezt nem rogzitettikk a vizsgalatunk soran. A vizsgalat statisztikai
ereje (power) az ¢€jszakai hipoxémia markerei €s a plazmaklotho-szintek kozotti
szignifikans korrelaci6 megtaldlasdra volt kiszdmitva. Bar minden pacienst OSA
gyanujaval utaltak be, részben biztosan a viszonylag szigoru bevalogatasi kritériumok
miatt, de a vizsgalt populacid a paciensek és kontrollok ardnyaban nem egyforma. Ez egy
valoszinli limitdci6, melyet tovabbi vizsgalatok esetén kezelni kell. Tovabba,

vizsgélatunk pacienseinek korképe relative enyhe, igy az €jszakai hipoxémia erdssége
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sem kifejezetten magas. A limitacio ellenére szignifikans forditott kapcsolatot talaltunk
az ¢jszakai hipoxémia €s a plazma klothokoncentracidja kozott még enyhe megbetegedés
esetén is, ami felveti, hogy ez a kapcsolat még robosztusabb lehet stilyosabb paciensek
vizsgalatakor. Tehat, annak érdekében, hogy megértsiik a klotho szerepét a betegség
patomechanizmuséban és a kapcsolddo tarsbetegségekben, sulyosabb allapoti paciensek
bevonasa is sziikséges. Megjegyzendd, hogy a stlyosabb OSA nagyobb valdszinliséggel
tarsul elhizassal, illetve sziv- és érrendszeri megbetegedéssel, melyek alacsonyabb klotho
szinttel jarnak (57, 74). Ezek a tarsbetegségek torzithatjak a klothoértékek értékelését
stlyos OSA-ban. Tovabba, az elhizott OSA-betegek stlyosabb éjszakai hipoxémiaval
jobban kitettek az éjszakai hipoventilacionak és a kovetkezményes éjszakai és nappali
hiperkapnianak. A hiperkapnia 6nmagaban is befolyasolhatja a szisztémas gyulladast.
Példaul tompithatja a TNF-a valaszt (205), ezéltal elméletileg magasabb klothoszinteket
eredményezve. Ebbol kifolyodlag, értékes lenne stilyosabb OSA-sokat vizsgalni magasabb
¢jszakai hipoxémiaval (TST90%>10%) hiperkapniaval vagy anélkiil.

Az elhizds és Oonmagaban az OSA klothoszintet befolydsold hatdsat célszerli lenne
jovobeli vizsgalatok soran elkiiloniteni. Erre kézenfekvd lehetdséget jelenthet az OSA
rovidtdva (néhdny honapos) CPAP-kezelése, mely a hipoxémiaval kapcsolatos
paramétereket jelentdsen javitja, a testsuly azonban nem valtozik vagy minimalisan
emelkedik. Jelen vizsgalatunk résztvevoi koziil egyik paciens sem részesiilt korabban

OSA-kezelésben.

A vizsgalatunk alapul szolgalhat a késObbi vizsgdlatok sziikséges esetszamanak
megbecsiilésé¢hez. Hasznos lenne tovabba felderiteni, hogy a klotho szolgalhat-e
biomarkerként a tarsbetegségek nagyobb eléforduldsi valdszintiségére, vagy hogy van-e

barmilyen terapias potencialja a komplikaciok megelézésében.
Altalanos észrevételek

Figyelemremélto a kiilonbség a tiidérdkos vizsgalatban mért klothokoncentraciok és a

tovabbi vizsgalataink kozel azonos tartomanyba esé klothoértékei kozott (5. tablazat).
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S.tablazat. Plazmaklotho-értékek az egyes vizsgalatainkban

COPD Tiidorak OSA

beteg kontroll beteg kontroll beteg
Klotho 483 383,5 366,3 559 (496,3 - | 506 (449,6 -
(median (IQR)) | (438-597) | (304,6 - | (257,9- 672,9) 575,5)
(pg/ml) 489,7) 486,8)
Eletkor 63,9+£7,9 62,3+6,8 65,1£7,9 48+16 55,6+13,2
(atlag=SD) (év)

Az egyes vizsgalatok mintavételi és mintafeldolgozasi protokollja megegyezett, egy
eltéréssel: a COPD-s ¢s tiidordkos betegek vizsgélata soran EDTA-s vérvételi csovet

hasznaltunk, alvési apnoés betegek esetén pedig citratos csovet.

A COPD-s betegcsoportban csak reggel tortént vérvétel, a tobbi csoportban napszakra
val6 tekintet nélkiil. Azonban nem gondoljuk, hogy ezek a faktorok hatassal lehetnének
a mért értékekre. Az életkor szintén nem teheté 6nmagaban feleldssé a kiilonbségekért.
Elhizas el6fordult a COPD-s csoportban, illetve gyakori volt az OSA-s csoportban, de a
BMI tobb elemzésiink alapjan egyontetiien nem korrelalt a klotho koncentraciokkal. A
tiidOrakos vizsgalat soran utodlagos elemzéssel sem talaltunk olyan szisztematikus torzito
tényez6t, mely a kontroll és a betegcsoportban egyarant alacsonyabb értékeket
eredményezett volna. Szerepet jatszhatott esetleg az, hogy a négy kiilonb6z6 vizsgalat
négy kiilonb6zo idépontban zajlott, €s mindig csak az adott vizsgélathoz véasaroltuk meg
az ELISA kiteket. Nincs informacionk arra vonatkozoéan, hogy a gyartasi tétel barmilyen
befolydssal lenne a mért értékekre, de a fentiek alapjan, az eredmények
Osszehasonlithatosaga szempontjabol talan felhivhatjuk a figyelmet az egyidejiileg

torténd mérés esetleges jelentéségére.

Egyes paciensek esetében kiugroan magas plazmaklotho-koncentraciot mértiink. Ezek a
paciensek nem kiilonboztek sem demografiai vagy klinikai jellemzo6ikben, sem
tarsbetegségeiket illetéen, sem gyogyszerszedésben. A magas klothoszint okat nem
tudtuk felderiteni. A bevezetésben részletezettek szerint akromegaliaban ismertek a
kiugrd, akar tizszeres klothoszint-emelkedések, azonban az altalunk mért 1500-2000

pg/ml koriili értékekre nem talaltunk az irodalomban megnyugtaté magyarazatot. Annak
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érdekében, hogy a jovoben kezelni tudjuk ezeket a kiugro értékeket, megalapozottan

rrrrr

ismereteket kell szerezniink a kiugro értékek lehetséges okairol.
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6. Kovetkeztetés

A plazma klotho koncentracidja megbizhatéan mérhetd az altalunk hasznalt ELISA kittel.

crer

intra-assay variabilitas kétszeresét.

Stabil COPD-s paciensek esetében a fehérje nem mutat Osszefliggést a klinikai
paraméterekkel. A rehabilitdcidos program hatasara bekdvetkezd klinikai allapotjavulas
ellenére a plazma klotho szint stabil marad. Jelen vizsgalataink alapjan a plazma klotho

koncentracioja nem tekintheté a COPD igéretes biomarkerének.

Azon hipotézisiink tehat, miszerint COPD-s péciensek plazmaklotho-koncentracidja
komplex tiidégydgyaszati rehabilitdcios program hatasara megemelkedik, nem bizonyult

helytallonak, eredményeink szerint értéke nem valtozik.

Tiidédrakos paciensek korében végzett vizsgadlatunk eredményei, miszerint a plazma
klothokoncentracioja nem kiilonbozik az egészségesekétdl, és nem mutat 6sszefiiggést a
daganat stadiumaval és tipusaval, azt sugallja, hogy a kering6 klotho nem tekinthetd a

betegség potencialis biomarkerének.

Azon hipotézisiink tehat, miszerint a csokkent klotho mRNS-szintekhez hasonldoan a
plazma klothofehérje-koncentracidja is csokken tiidorakban, és valtozhat a szdvettani
tipusnak ¢€s a betegség stadiuménak fliggvényében, nem bizonyult helytallonak,
eredményeink szerint értéke nem valtozik. Negativ eredményeink ismeretében
kutatasunkat nem folytattuk a proliferativ és metasztazisképz6 potencial, a talélés és a

platinaérzékenység eldrejelzésének feltarasa iranyaban.

Kimutattuk, hogy a szolubilis klotho koncentracidja csokkent OSA-ban. Az alacsonyabb
klotho koncentraciok a kronikus intermittald hipoxémia kovetkezményei lehetnek, és
szerepet jatszhatnak a szisztémas gyulladas, az endothel diszfunkci6 ¢€s a tarsbetegségek

kialakulasanak felgyorsitasaban.

Azon hipotézisiink tehat, miszerint obstruktiv alvasi apnoe alacsonyabb plazmaklotho-
koncentraciokkal jar, és utobbi dsszefiiggésben all a betegség klinikai paramétereivel,

helytallénak bizonyult.

63



Az, hogy COPD-s és tiidérakos paciensek plazmaklotho-koncentracidja nem kiillonbozott
az egészségesekétdl, természetesen nem zarja ki a klotho lehetséges szerepét a korképek
patomechanizmusaban. Egyfel6l az egyes tarsbetegségek befolydsold szerepét nem
vizsgaltuk, masfeldl pedig tovabbi vizsgalatok sziikségesek a szdveti klothoexpresszio €s
a kering6 klotho kapcsolatanak értékeléséhez, illetve a tiidoben zajlo helyi folyamatok
szisztémas klothoszintre kifejtett hatdsanak megismeréséhez. Tekintettel arra, hogy a
klothokoncentraciot a D3-vitamin szintje is befolyasolja, javasolhat6 lenne a jovoben Ds-
vitamin-szintet is mérni, esetleg D3-vitamin-szintre normalizalni a klothoértékeket, illetve

tajékozodni a paciensek vitaminpotlasi szokasairol.

Szintén jovObeli kutatasok targyat képezheti az FGF23-klotho arany vizsgalata, ugyanis
az FGF23 hatasa modosulhat valtozatlan klotho koncentracio mellett, felborult FGF23-

klotho egyensuly mellett is.

A klothokoncentracid iddbeli valtozésainak megitéléséhez is tovabbi vizsgalatok
szikkségesek, melyek a klothoszint-valtozasok dinamikajara fokuszalnak akut
beavatkozasok hatasara. A véazizomaktivitas €s a klothokoncentracido kozotti kapcsolat
értelmezését megkonnyitendd, a klinikailag relevans valtozas meghatarozasa dontd

jelentdséggel bir.
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7. Osszefoglalas

A klotho gén kiiitése egérmodellben 6regedésre jellemz6 tiinetegyiittest eredményez. Az
érintett allatok visszamaradnak a novekedésben, érelmeszesedés ¢és lagyszoveti
kalcifikacio, boratrofia, gonadalis diszpldzia, terméketlenség, csontritkulds, emfizéma,
illetve sulyos hiperfoszfatémia alakul ki, valamint az élethossz is leroévidiil. Klotho-

overexpresszalo egerek élethossza ezzel szemben megnovekedett.

A klotho fehérje elsddlegesen a vesében termelddik. Hatasmechanizmusa rendkiviil
szertedgaz6d, parakrin és endokrin folyamatokbol all. Kiemelendd, hogy az FGF23
koreceptoraként csokkenti a keringé foszfat- és kalciumszintet; a Ds-vitamin szintjét,

illetve az inzulin/IGF-1 jelatvitel blokkolasaval gatolja a sejtoregedést.

[géretes diagnosztikus és terapias célpontként tekintiink ra kronikus veseelégtelenségben,
de felmeriilt a potencialis biomarker-, illetve terapias szerepe 1égzdszervi
megbetegedésekben is, kiemelten az id6s korra jellemz6 korképek, mint a COPD, tiidorak
és OSA esetén. COPD-ben elsésorban az autofagia szabalyozasa, tiidérakban a Wnt-

jelatvitel gatlasa, OSA-ban az emelkedett oxidativ stressz iranyitotta ra a figyelmet.

Kutatasaink soran vizsgaltuk a plazmaklotho-koncentracié napok kozotti variabilitasat;
stabil COPD-ben az esetleges Osszefiiggést a klothoszint és a klinikai allapot kozott,
illetve, hogy valtozik-e a klothoszint 1égzészervi rehabiliticio és kovetkezményes
allapotjavulas hatasara. Tiidédrak esetén valtozik-e a klothoszint, 6sszefiiggésben all-e a
daganat tipusaval €s stlyossagaval; valamint, hogy obstruktiv alvasi apnoe fennallasa

befolyasolja-e a klothokoncentraciot, és dsszefligg-e a betegség klinikai paramétereivel.

crcr

alacsony (4,5%). Stabil COPD-s paciensek és egészséges személyek klothoszintje nem
kiilonbozik, és nincs Osszefliggés a betegség klinikai paraméterei és a klothoszintek
kozott, ahogy az allapotjavulassal jard 1égzdszervi rehabilitacios program hatdsdra sem
valtozik a klothoszint. Tiidérdkos paciensek klothoszintje sem tér el szignifikansan az
egészségesekétdl, ahogy nincs Osszefliggésben a fehérje koncentracidja a betegség
tipusaval és stadiumaval sem. OSA-s paciensek keringd klotho szintje szignifikansan
alacsonyabb az egészségesekénél, és korrelaciot mutat az ¢éjszakai hipoxémia

paramétereivel.
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8. Summary

In rodent models, knockout of the klotho gene results in a set of symptoms characteristic
of aging. Affected animals are retarded in growth, suffer from ateriosclerosis and soft
tissue calcification, skin atrophy, gonadal dysplasia, infertility, osteoporosis, emphysema,
develop severe hyperphosphatemia, and their lifespan is shortened. Klotho-

overexpressing mice, on the other hand, have an increased lifespan.

Klotho protein is primarily produced in the kidneys. Its mechanism of action is extremely
diverse, consisting of paracrine and endocrine processes. As a co-receptor of FGF23, it
reduces cirulating phosphate and calcium levels, as well as vitamin D3 levels, and inhibits

aging of cells by blocking the insulin/IGF-1 signaling.

It is a promising therapeutic target in chronic kidney failure, but it is suggested to have
potential biomarker and therapeutic role in respiratory diseases, especially in the case of
diseases characteristic of old age, such as COPD, lung cancer and OSA. In COPD,
attention was mainly focused on the regulation of autophagy; in lung cancer, the

inhibition of Wnt signaling, and increased oxidative stress in OSA.

We investigated the between-day variability of plasma klotho concentration. In stable
COPD patients, we assessed if there is a correlation between klotho level and the clinical
condition, and whether the concentration changes after respiratory rehabilitation and
general improvement. In lung cancer, we assessed whether klotho level changes, and if it
is related to the type and severity of the disease. We investigated if obstructive sleep apnea
affects the klotho concentration and if it correlates with clinical parameters of the disease.

We found that between-day variability of plasma klotho concentration is 4.5%. The
plasma klotho levels of stable COPD patients and healthy individuals do not differ from
each other, and there is no correlation between the clinical parameters of the disease and
the klotho levels, just as the klotho level does not change as a result of a respiratory
rehabilitation program that improves patients’ condition. The circulating klotho level of
lung cancer patients does not differ significantly from that of healthy ones, just as the
concentration of the protein is not related to the type and stage of the disease. The
circulating klotho level of OSA patients is significantly lower than that of healthy

subjects, and it showed a correlation with parameters of nocturnal hypoxia.

66



9. Irodalomjegyzék

1. Arcanum Digitalis Tudomanytar. Ki kicsoda az antik mitoszokban? [Internet] 2022
(cited 2022. Nov 22.) Available from: https://www.arcanum.com/hu/online-
kiadvanyok/Lexikonok-ki-kicsoda-az-antik-mitoszokban-F869D/m-F8ADD/moirak-
F8B48/

2. Szépmivészeti Miuzeum. Lexikon. [Internet] 2022 (cited 2022. Nov 22.) Available
from: http://wwwz2.szepmuveszeti.hu/hyperion/lexikon.php?s=fatum

3. Kuro-o M, Matsumura Y, Aizawa H, Kawaguchi H, Suga T, Utsugi T, Ohyama
Y, Kurabayashi M, Kaname T, Kume E, Iwasaki H,lida A, Shiraki-lida
T, Nishikawa S, Nagai R, Nabeshima YI. Mutation of the mouse klotho gene leads to
a syndrome resembling ageing. Nature. 1997; 390:45-51

4. Kurosu H, Yamamoto M, Clark JD, Pastor JV, Nandi A, Gurnani P, McGuinness OP,
Chikuda H, Yamaguchi M, Kawaguchi H, Shimomura I, Takayama Y, Herz J, Kahn
CR, Rosenblatt KP, Kuro-o M. Suppression of Aging in Mice by the Hormone
Klotho. Science. 2005; 309:1829-1833

5. Kurosu H, Choi M, Ogawa Y, Dickson AS, Goetz R, Eliseenkova AV, Mohammadi
M, Rosenblatt KP, Kliewer SA, Kuro-o M. Tissue-specific Expression of Klotho and
Fibroblast Growth Factor (FGF) Receptor Isoforms Determines Metabolic Activity
of FGF19 and FGF21. J Biol Chem. 2007; 282:26687-26695

6. Ogawa Y, Kurosu H, Yamamoto M, Nandi A, Rosenblatt KP, Goetz R, Eliseenkova
AV, Mohammadi M, Kuro-o M. BKlotho is required for metabolic activity of
fibroblast growth factor 21. PNAS. 2007; 104:7432-7437

7. https://lwww.phosphosite.org/proteinAction.action?id=14498&showAllSites=true

8. Xu 'Y, Sun Z. Molecular Basis of Klotho: From Gene to Function in Aging. Endocr
Rev. 2015; 36:174-193

9. Phospho Site Plus. [Internet] 2022. (cited: 2022. Nov 22.) Available from:
https://www.phosphosite.org/proteinAction?id=19460&showAllSites=true

10. Hori S, Miyake M, Tatsumi Y, Morizawa Y, Nakai Y, Onishi S, Onishi K, lida K,
Gotoh D, Tanaka N, Fujimoto K. Gamma-Klotho exhibits multiple roles in tumor
growth of human bladder cancer. Oncotarget. 2018; 9:19508-19524

67



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Matsumura Y, Aizawa H, Shiraki-lida T, Nagai R, Kuro-o M, Nabeshima Y.
Identification of the human klotho gene and its two transcripts encoding membrane
and secreted klotho protein. Biochem Biophys Res Commun. 1998; 242:626-630
Loon EPM, Pulskens WP, Hagen EAE, Lavrijsen M, Vervloet MG, Goor H, Bindels
RJM, Hoenderop JGJ. Shedding of klotho by ADAMs in the Kkidney.
Am J Physiol Renal Physiol. 2015; 309:359-368

Mencke R, Harms G, Moser J, Meurs M, Diepstra A, Leuvenink HG, Hillebrands
J. Human alternative Klotho mRNA is a nonsense-mediated mMRNA decay target
inefficiently spliced in renal disease. JCI Insight. 2017; 2:e94375

Hu MC, Shi M, Zhang J, Pastor J, Nakatani T, Lanske B, Razzaque MS, Rosenblatt
KP, Baum MG, Kuro-o M, Moe OW. Klotho: a novel phosphaturic substance acting
as an autocrine enzyme in the renal proximal tubule. FASEB J. 2010; 24:3438-50
Imura A, lwano A, Tohyama O, Tsuji Y, Nozaki K, Hashimoto N, Fujimori
T, Nabeshima Y. Secreted Klotho protein in sera and CSF: implication for post-
translational cleavage in release of Klotho protein from cell membrane. FEBS Lett.
2004; 565:143-147

Lim K, Groen A, Molostvov G, Lu T, Lilley KS, Snead D, James S, Wilkinson IB,
Ting S, Hsiao L, Hiemstra TF, Zehnder D. aKlotho Expression in Human Tissues. J
Clin Endocrinol Metab. 2015; 100:1308 -1318

The human protein atlas. [Internet] 2022 (cited 2022. Nov 22.) Available from:
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000133116-KL/tissue

Dalton GD, Xie J, An SW, Huang CL. New Insights into the Mechanism of Action of
Soluble Klotho. Front Endocrinol. 2017; 8:323

Kim JH, Hwang KH, Park KS, Kong ID, Cha SK. Biological Role of Anti-aging
Protein Klotho. J Lifestyle Med. 2015; 5:1-6.

Kusaba T, Okigaki M, Matui A, Murakami M, Ishikawa K, Kimura T, Sonomura K,
Adachi Y, Shibuya M, Shirayama T, Tanda S, Hatta T, Sasaki S, Mori Y, Matsubara
H. Klotho is associated with VEGF receptor-2 and the transient receptor potential
canonical-1 Ca®* channel to maintain endothelial integrity. Proc Natl Acad Sci USA.
2010; 107:19308-19313

Bian A, Neyra JA, Zhan M, Hu MC. Klotho, stem cells, and aging. Clin Interv Aging.
2015; 10:1233-1243

68



22.

23.
24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

Yamamoto M, Clark JD, Pastor JV, Gurnani P, Nandi A, Kurosu H, Miyoshi M,
Ogawa Y, Castrillon DH, Rosenblatt KP, Kuro-o M. Regulation of oxidative stress
by the anti-aging hormone klotho. J Biol Chem. 2005; 280:38029-38034

Kuro-o M. Klotho and the Aging Process. Korean J Intern Med. 2011; 26: 113-122
Shimada T, Hasegawa H, Yamazaki Y, Muto T, Hino R, Takeuchi Y, Fujita T,
Nakahara K, Fukumoto S, Yamashita T. FGF-23 is a potent regulator of vitamin D
metabolism and phosphate homeostasis. J Bone Miner Res. 2004; 19:429-435
Medici D, Razzaque MS, Deluca S, Rector TL, Hou B, Kang K, Goetz R,
Mohammadi M, Kuro-O M, Olsen BR, Lanske B. FGF-23-Klotho signaling
stimulates proliferation and prevents vitamin D-induced apoptosis. J Cell Biol. 2008;
182:459-465

Kanai G, Kakuta T, Cozzolino M, Fukagawa M. PTH Regulation by the
Klotho/FGF23 Axis in CKD. In Covic A, Goldsmith D, Urena TP. Parathyroid Glands
in Chronic Kidney Disease. Springer, Cham 2020; 21-34

Hu MC, Shi M, Moe OW. Role of aKlotho and FGF23 in regulation of type II Na-
dependent phosphate co-transporters. Pflugers Arch. 2019; 471:99-108.

Chang Q, Hoefs S, van der Kemp AW, Topala CN, Bindels RJ, Hoenderop JG. The
beta-glucuronidase klotho hydrolyzes and activates the TRPV5 channel. Science.
2005; 310:490-493.

Liu H, Fergusson MM, Castilho RM, Liu J, Cao L, Chen J, Malide D, Rovira I,
Schimel D, Kuo CJ, Gutkind JS, Hwang PM, Finkel T. Augmented Whnt signaling in
a mammalian model of accelerated aging. Science. 2007; 317:803-806

Ikushima M, Rakugi H, Ishikawa K, Maekawa Y, Yamamoto K, Ohta J, Chihara Y,
Kida I, Ogihara T. Anti-apoptotic and anti-senescence effects of Klotho on vascular
endothelial cells. Biochem Biophys Res Commun. 2006; 339:827-32

Rakugi H, Matsukawa N, Ishikawa K, Yang J, Imai M, lkushima M, Maekawa Y,
Kida I, Miyazaki J, Ogihara T. Anti-oxidative effect of Klotho on endothelial cells
through cCAMP activation. Endocrine. 2007; 31:82-87

Doi S, Zou Y, Togao O, Pastor JV, John GB, Wang L, Shiizaki K, Gotschall R,
Schiavi S, Yorioka N, Takahashi M, Boothman DA, Kuro-O M. Klotho inhibits
transforming growth factor-betal (TGF-betal) signaling and suppresses renal fibrosis
and cancer metastasis in mice. J Biol Chem. 2011; 286:8655-8665

69



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Martin H. de Borst, Marc G. Vervloet, Piet M. ter Wee and Gerjan Navis. Cross Talk
Between the Renin-Angiotensin-Aldosterone System and Vitamin D-FGF-23-klotho
in Chronic Kidney Disease. JASN. 2011; 22:1603-1609

Typiak M, Piwkowska A. Antiinflammatory Actions of Klotho: Implications for
Therapy of Diabetic Nephropathy. Int J Mol Sci. 2021; 22:956.

Saito Y, Yamagishi T, Nakamura T, Ohyama Y, Aizawa H, Suga T, Matsumura Y,
Masuda H, Kurabayashi M, Kuro-o M, Nabeshima Y, Nagai R. Klotho protein
protects against endothelial dysfunction. Biochem Biophys Res Commun. 1998; 248:
324-329

Maekawa Y, Ishikawa K, Yasuda O, Oguro R, Hanasaki H, Kida I, Takemura Y,
Ohishi M, Katsuya T, Rakugi H. Klotho suppresses TNF-alpha-induced expression
of adhesion molecules in the endothelium and attenuates NF-kappaB activation.
Endocrine. 2009; 35:341-346.

LiuF, Wu S, Ren H, Gu J. Klotho suppresses RIG-1-mediated senescence-associated
inflammation. Nat Cell Biol. 2011; 13:254-62.

Martin-Nufiez E, Donate-Correa J, Muros-de-Fuentes M, Mora-Fernandez C,
Navarro-Gonzalez JF. Implications of Klotho in vascular health and disease. World J
Cardiol. 2014; 6:1262-1269

Zhou X, Chen K, Wang Y, Schuman M, Lei H, Sun Z. Antiaging Gene Klotho
Regulates Adrenal CYP11B2 Expression and Aldosterone Synthesis. J Am Soc
Nephrol. 2016; 27:1765-1776

ZhuY, Xu L, Zhang J, Xu W, Liu Y, YinH, Lv T, An H, Liu L, He H, Zhang H, Liu
J, Xu J, Lin Z. Klotho suppresses tumor progression via inhibiting
PI3K/Akt/GSK3p/Snail signaling in renal cell carcinoma. Cancer Sci. 2013; 104:663-
671

Dai D, Wang Q, Li X, Liu J, Ma X, Xu W. Klotho inhibits human follicular thyroid
cancer cell growth and promotes apoptosis through regulation of the expression of
stanniocalcin-1. Oncol Rep. 2016; 35:552-8

Chen B, Ma X, Liu S, Zhao W, Wu J. Inhibition of lung cancer cells growth, motility
and induction of apoptosis by Klotho, a novel secreted Wnt antagonist, in a dose-
dependent manner. Cancer Biol Ther. 2012; 13:1221-8

70



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Brown RB, Razzaque MS. Phosphate toxicity and tumorigenesis. Biochim Biophys
Acta Rev Cancer. 2018; 1869: 303-309

Yamazaki Y, Imura A, Urakawa I, Shimada T, Murakami J, Aono Y, Hasegawa H,
Yamashita T, Nakatani K, Saito Y, Okamoto N, Kurumatani N, Namba N, Kitaoka
T, Ozono K, Sakai T, Hataya H, Ichikawa S, Imel EA, Econs MJ, Nabeshima Y.
Establishment of sandwich ELISA for soluble alpha-klotho measurement: Age-
dependent change of soluble alpha-klotho levels in healthy subjects. Biochem
Biophys Res Commun. 2010; 398:513-518

Semba RD, Cappola AR, Sun K, Bandinelli S, Dalal M, Crasto C, Guralnik JM,
Ferrucci L. Plasma klotho and mortality risk in older community-dwelling adults. J
Gerontol A Biol Sci Med Sci. 2011; 66:794-800

Avin KG, Coen PM, Huang W, Stolz DB, Sowa GA, Dube JJ, Goodpaster BH,
O’Doherty RM, Ambrosio F. Skeletal muscle as a regulator of the longevity protein,
klotho. Front Physiol. 2014; 5:189

Amaro-Gahete FJ, de-la-O A, Jurado-Fasoli L, Gutiérrez A, Ruiz JR, Castillo MJ.
Association of physical activity and fitness with S-Klotho plasma levels in middle-
aged sedentary adults: The FIT-AGEING study. Maturitas. 2019; 123:25-31

Metter EJ, Talbot LA, Schrager M, Conwit R. Skeletal muscle strength as a predictor
of all-cause mortality among healthy men. J Gerontol A Biol Sci Med Sci. 2002;
57:B359-B365.

Kim J. Handgrip Strength to Predict the Risk of All-Cause and Premature Mortality
in Korean Adults: A 10-Year Cohort Study. Int J Environ Res Public Health. 2021;
19:39.

Cai, Y., Liu, L., Wang, J. et al. Linear association between grip strength and all-cause
mortality among the elderly: results from the SHARE study. Aging Clin Exp Res.
2021; 33:933-941

Baldan A, Giusti A, Bosi C, Malaventura C, Musso M, Forni GL, et al. Klotho, a new
marker for osteoporosis and muscle strength in fthalassemia major. Blood Cells, Mol
Dis. 2015; 55:396-401.

Semba RD, Ferrucci L, Sun K, Simonsick E, Turner R, Miljkovic I, Harris T,
Schwartz AV, Asao K, Kritchevsky S, Newman AB; Health ABC Study. Low Plasma

71



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Klotho Concentrations and Decline of Knee Strength in Older Adults. J Gerontol A
Biol Sci Med Sci. 2016; 71:103-108

Patel MS, Donaldson AV, Lewis A, Natanek SA, Lee JY, Andersson YM, Haji G,
Jackson G, Bolognese BJ, Foley JP, Podolin PL, Bruijnzeel PLB, Hart N, Hopkinson
NS, Man W, Kemp PR, Polkey MI. Klotho and smoking—an interplay influencing
the skeletal muscle function deficits that occur in COPD. Respir Med. 2016; 113:50—
56

Mostafidi E, Moeen A, Nasri H, Ghorbani Hagjo A, Ardalan M. Serum Klotho Levels
in Trained Athletes. Nephrourol Mon. 2016; 8: 30245

Phelps M, Pettan-Brewer C, Ladiges W, Yablonka-Reuveni Z. Decline in muscle
strength and running endurance in klotho deficient C57BL/6 mice. Biogerontology.
2013; 14:729-739

Matsubara T, Miyaki A, Akazawa N, Choi Y, Ra SG, Tanahashi K, et al. Aerobic
exercise training increases plasma klotho levels and reduces arterial stiffness in
postmenopausal women. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2014; 306:H348-H345
Amitani M, Asakawa H, Amitani H, Kaimoto K, Sameshima N, Koyama KiI, et al.
Plasma klotho levels decrease in both anorexia nervosa and obesity. Nutrition. 2013;
29:1106-1109

Prather AA, Epel ES, Arenander J, Broestl L, Garay Bl, Wang D, Dubal DB.
Longevity factor klotho and chronic psychological stress. Transl Psychiatry. 2015;
5:e585

Zubkiewicz-Kucharska A, Wikiera B, Noczynska A. Soluble Klotho Is Decreased in
Children With Type 1 Diabetes and Correlated With Metabolic Control. Front
Endocrinol (Lausanne). 2021; 12:709564

Sze L, Bernays RL, Zwimpfer C, Wiesli P, Brandle M, Schmid C. Excessively high
soluble Klotho in patients with acromegaly. J Intern Med. 2012; 272:93-97.

Neidert MC, Sze L, Zwimpfer C, Sarnthein J, Seifert B, Frei K, Leske H, Rushing EJ,
Schmid C, Bernays R. Soluble alphaKlotho: a novel serum biomarker for the activity
of GH-producing pituitary adenomas. Eur J Endocrinol. 2013; 168: 575-83.

Kohler S, Tschopp O, Sze L, Neidert M, Bernays RL, Spanaus KS, Wiesli P, Schmid
C. Monitoring for potential residual disease activity by serum insulin-like growth

factor 1 and soluble Klotho in patients with acromegaly after pituitary surgery: is there

72



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

an impact of the genomic deletion of exon 3 in the growth hormone receptor (d3-
GHR) gene on "safe" GH cut-off values? Gen Comp Endocrinol. 2013; 188:282-287
Lu L, Katsaros D, Wiley A, de la Longrais IA, Puopolo M, Yu H. Klotho expression
in epithelial ovarian cancer and its association with insulin-like growth factors and
disease progression. Cancer Invest. 2008; 26:185-92

Yan Y, Wang Y, Xiong Y, Lin X, Zhou P, Chen Z. Reduced Klotho expression
contributes to poor survival rates in human patients with ovarian cancer, and
overexpression of Klotho inhibits the progression of ovarian cancer partly via the
inhibition of systemic inflammation in nude mice. Mol Med Rep. 2017; 15:1777-1785
Huang S, Wang W, Cheng Y, Lin J, Wang M. Clinicopathological and Prognostic
Significance of Klotho and Estrogen Receptors Expression in Human Hepatocellular
Carcinoma. Turk J Gastroenterol. 2021; 32:828-836

Peshes-Yeloz N, Ungar L, Wohl A, Jacoby E, Fisher T, Leitner M, Nass D, Rubinek
T, Wolf I, Cohen ZR. Role of Klotho Protein in Tumor Genesis, Cancer Progression,
and Prognosis in Patients with High-Grade Glioma. World Neurosurgery. 2009; 130:
e324-e332

Navarro-Garcia JA, Rueda A, Romero-Garcia T, Aceves-Ripoll J, Rodriguez-
Sanchez E, Gonzalez-Lafuente L, Zaragoza C, Fernandez-Velasco M, Kuro-O M,
Ruilope LM, Ruiz-Hurtado G. Enhanced Klotho availability protects against cardiac
dysfunction induced by uraemic cardiomyopathy by regulating Ca?* handling. Br J
Pharmacol. 2020; 177:4701-4719

Heng-chih P, Kuei-Mei C, Chin-Chan L, Ning-1 Y, Chiao-Yin S. Circulating Klotho
levels can predict long-term macrovascular outcomes in type 2 diabetic patients.
Atherosclerosis. 2018; 276:83-90

Hu MC, Shi M, Zhang J, Quinones H, Griffith C, Kuro-o M, Moe OW: Klotho
deficiency causes vascular calcification in chronic kidney disease. J Am Soc Nephrol.
2011; 22:124-136.

Hu MC, Kuro-o M, Moe OW. Klotho and chronic kidney disease. Contrib Nephrol.
2013; 180:47-63

Akimoto T, Yoshizawa H, Watanabe Y, Numata A, Yamazaki T, Takeshima E, Iwazu
K, Komada T, Otani N, Morishita Y, Ito C, Shiizaki K, Ando Y, Muto S, Kuro-o M,

73



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Kusano E. Characteristics of urinary and serum soluble Klotho protein in patients with
different degrees of chronic kidney disease. BMC Nephrol. 2012; 13:155

Qian J, Zhong J, Yan M, Cheng P, Shi H, Hao C, Gu Y, Lai L. Circulating a-Klotho
is Related to Plasma Aldosterone and Its Follow-Up Change Predicts CKD
Progression. Kidney Blood Press Res. 2018; 43:836-846

Kanbay M, Demiray A, Afsar B, Covic A, Tapoi L, Ureche C, Ortiz A. Role of Klotho
in the Development of Essential Hypertension. Hypertension. 2021; 77:740-750
Semba RD, Cappola AR, Sun K, Bandinelli S, Dalal M, Crasto C, Guralnik JM,
Ferrucci L. Plasma klotho and cardiovascular disease in adults. J Am Geriatr Soc.
2011; 59: 1596-1601

Navarro-Gonzalez JF, Donate-Correa J, Muros de Fuentes M, Pérez-Hernandez H,
Martinez-Sanz R, Mora-Fernandez C. Reduced Klotho is associated with the presence
and severity of coronary artery disease. Heart. 2014; 100:34-40

Arking DE, Atzmon G, Arking A, Barzilai N, Dietz HC. Association between a
functional variant of the KLOTHO gene and high-density lipoprotein cholesterol,
blood pressure, stroke, and longevity. Circ Res. 2005; 96: 412-418

Shimada T, Takeshita Y, Murohara T, Sasaki K, Egami K, Shintani S, Katsuda Y,
Ikeda H, Nabeshima Y, Imaizumi T. Angiogenesis and vasculogenesis are impaired
in the precocious-aging klotho mouse. Circulation. 2004; 110:1148-55

John GB, Cheng CY, Kuro-o M. Role of Klotho in aging, phosphate metabolism, and
CKD. Am J Kidney Dis. 2011; 58: 127-34

Razzaque MS. FGF23, klotho and vitamin D interactions: What have we learned from
in vivo mouse genetics studies? Adv Exp Med Biol. 2012; 728: 84-91

Kawaguchi H, Manabe N, Miyaura C, Chikuda H, Nakamura K, Kuro-o M.
Independent impairment of osteoblast and osteoclast differentiation in klotho mouse
exhibiting low-turnover osteopenia. J Clin Invest. 1999; 104:229-37

Kim JH, Hwang KH, Lkhagvadorj S, Jung JH, Chung HC, Park KS, Kong ID, Eom
M, Cha SK. Klotho plays a critical role in clear cell renal cell carcinoma progression
and clinical outcome. Korean J Physiol Pharmacol. 2016; 20: 297-304

Tang X, Wang Y, Fan Z, Ji G, Wang M, Lin J, Huang S, Meltzer SJ. Klotho: a tumor
suppressor and modulator of the Wnt/B-catenin pathway in human hepatocellular
carcinoma. Lab Invest. 2016; 96: 197-205

74



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Gigante M, Lucarelli G, Divella C, Netti GS, Pontrelli P, Cafiero C, Grandaliano G,
Castellano G, Rutigliano M, Stallone G, Bettocchi C, Ditonno P, Gesualdo L,
Battaglia M, Ranieri E. Soluble serum oklotho is a potential predictive marker of
disease progression in clear cell renal cell carcinoma. Medicine. 2015; 94: e1917
Rubinek T, Modan-Moses D. Klotho and the Growth Hormone/Insulin-Like Growth
Factor 1 Axis: Novel Insights into Complex Interactions. Vitamins&Hormones. 2016;
101: 85-118

Izquierdo MC, Perez-Gomez MV, Sanchez-Nifio MD, Sanz AB, Ruiz-Andres O,
Poveda J, Moreno JA, Egido J, Ortiz A. Klotho, phosphate and inflammation/ageing
in chronic kidney disease. Nephrol Dial Transplant. 2012; 27 Suppl 4:iv6-10

Mitobe M, Yoshida T, Sugiura H, Shirota S, Tsuchiya K, Nihei H. Oxidative stress
decreases klotho expression in a mouse kidney cell line. Nephron Exp Nephrol.
2005;101(2):e67-74

Lopez-Otin C, Blasco MA, Partridge L, Serrano M, Kroemer G. The hallmarks of
aging. Cell. 2013; 153: 1194-217

Hoeijmakers JH. DNA damage, aging, and cancer. N Engl J Med. 2009; 361:1475—
1485

Olovnikov AM. Telomeres, telomerase, and aging: origin of the theory. Exp
Gerontol. 1996; 31:443-448

Campisi J, di Fagagna FA. Cellular senescence: when bad things happen to good
cells. Nat Rev Mol Cell Biol. 2007; 8:729-740

Salminen A, Kaarniranta K, Kauppinen A. Inflammaging: disturbed interplay
between autophagy and inflammasomes. Aging. 2012; 4:166-175

Wang Y, Zhang H. Regulation of Autophagy by mTOR Signaling Pathway. Adv Exp
Med Biol. 2019; 1206: 67-83

Fontana L, Partridge L, Longo VD. Extending healthy life span--from yeast to
humans. Science. 2010; 328:321-326

Castilho RM, Squarize CH, Chodosh LA, Williams BO, Gutkind JS. mTOR mediates
Whnt-induced epidermal stem cell exhaustion and aging. Cell Stem Cell. 2009; 5:279—
289

75



95. Barbieri M, Bonafé M, Fraceschi C, Paolisso G. Insulin/IGF-I-signaling pathway:
an evolutionarily conserved mechanism of longevity from yeast to humans. Am J
Physiol Endocrinol Metab. 2003; 285:E1064-1071

96. de Oliveira RM. Klotho RNAI induces premature senescence of human cells via a
p53/p21 dependent pathway. FEBS Lett. 2006; 580:5753-5758

97. Tang X, Wang Y, Fan Z, Ji G, Wang M, Lin J, Huang S, Meltzer SJ. Klotho: a tumor
suppressor and modulator of the Wnt/B-catenin pathway in human hepatocellular
carcinoma. Lab Invest. 2016; 96:197-205

98. Rasmussen ML, Ortolano NA, Romero-Morales Al, Gama V. Wnt Signaling and Its
Impact on Mitochondrial and Cell Cycle Dynamics in Pluripotent Stem Cells. Genes
(Basel). 2018; 9:109

99. Shiraki-lida T, lida A, Nabeshima Y, Anazawa H, Nishikawa S, Noda M, Kuro-o M,
Nabeshima Y. Improvement of multiple pathophysiological phenotypes of klotho
(kI/kI) mice by adenovirus-mediated expression of the klotho gene. J Gene Med.
2000; 2:233-242

100. Hu MC, Shi M, Gillings N, Flores B, Takahashi M, Kuro-O M, Moe OW.
Recombinant a-Klotho may be prophylactic and therapeutic for acute to chronic
kidney disease progression and uremic cardiomyopathy. Kidney Int. 2017; 91:1104-
1114

101. Davidsohn N, Pezone M, Vernet A, Graveline A, Oliver D, Slomovic S,
Punthambaker S, Sun X, Liao R, Bonventre JV, Church GM. A single combination
gene therapy treats multiple age-related diseases. Proc Natl Acad Sci USA. 2019;
116:23505-23511

102. Abraham C.R., Chen C., Cuny G.D., Glicksman M.A., Zeldich E. Small-molecule
Klotho enhancers as novel treatment of neurodegeneration. Futur Med Chem. 2012;
4:1671-1679

103. Farinelli P, Arango-Gonzalez B, Volkl J, Alesutan I, Lang F, Zrenner E, Paquet-
Durand F, Ekstrom PA. Retinitis Pigmentosa: over-expression of anti-ageing protein
Klotho in degenerating photoreceptors. J Neurochem. 2013; 127:868-879

104. Brownstein CA, Adler F, Nelson-Williams C, lijima J, Li P, Imura A, Nabeshima
Y, Reyes-Mugica M, Carpenter TO, Lifton RP. A translocation causing increased

76



alpha-klotho level results in hypophosphatemic rickets and hyperparathyroidism.
Proc Natl Acad Sci USA. 2008; 105:3455-3460

105. Arroyo E, Troutman AD, Moorthi RN, Avin KG, Coggan AR, Lim K. Klotho: An
Emerging Factor With Ergogenic Potential. Front Rehabil Sci. 2022; 2:807123

106. Pedersen, L.; Pedersen, S.M.; Brasen, C.L.; Rasmussen, L.M. Soluble serum
Klotho levels in healthy subjects. Comparison of two different immunoassays. Clin
Biochem. 2013, 46:1079-1083

107. Grabner, A.; Faul, C. The role of fibroblast growth factor 23 and Klotho in uremic
cardiomyopathy. Curr Opin Nephrol Hypertens. 2016; 25:314-324

108. Hu MC, Shi M, Zhang J, Quifiones H, Kuro-o M, Moe OW. Klotho deficiency is
an early biomarker of renal ischemia-reperfusion injury and its replacement is
protective. Kidney Int. 2010; 78:1240-1251.

109. Hu MC, Shi M, Zhang J, Quifiones H, Griffith C, Kuro-o M, Moe OW. Klotho
deficiency causes vascular calcification in chronic kidney disease. J Am Soc Nephrol.
2011; 22:124-36

110. Hu MC, Shi M, Gillings N, Flores B, Takahashi M, Kuro-O M, Moe OW.
Recombinant a-Klotho may be prophylactic and therapeutic for acute to chronic
kidney disease progression and uremic cardiomyopathy. Kidney Int. 2017; 91:1104-
1114

111.  Zhou L, Mo H, Miao J, Zhou D, Tan RJ, Hou FF, Liu Y. Klotho Ameliorates
Kidney Injury and Fibrosis and Normalizes Blood Pressure by Targeting the Renin-
Angiotensin System. Am J Pathol. 2015; 185:3211-23

112. Takenaka T, Kobori H, Miyazaki T, Suzuki H, Nishiyama A, Ishii N, Yamashita
M, Hayashi M. Klotho protein supplementation reduces blood pressure and renal
hypertrophy in db/db mice, a model of type 2 diabetes. Acta Physiol (Oxf). 2019;
225:€13190

113. Lim K, Groen A, Molostvov G, Lu T, Lilley KS, Snead D, James S, Wilkinson
IB, Ting S, Hsiao L, Hiemstra TF, Zehnder D. a-Klotho Expression in Human
Tissues. J Clin Endocrinol Metab. 2015; 100: E1308-E1318

114. LeonJ, Moreno AJ, Garay Bl, Chalkley RJ, Burlingame AL, Wang D, Dubal DB.
Peripheral Elevation of a Klotho Fragment Enhances Brain Function and Resilience
in Young, Aging, and a-Synuclein Transgenic Mice. Cell Rep. 2017; 20:1360-1371

77



115.  Unity Biotechnology [Internet] 2022 (cited at 2022. Nov 22.) Avaliable from:
https://unitybiotechnology.com/the-science/

116. Xie J, Cha SK, An SW, Kuro-o M, Birnbaumer L, Huang CL. Cardioprotection
by Klotho through downregulation of TRPC6 channels in the mouse heart. Nat
Commun. 2012; 3:1238

117. Navarro-Garcia JA, Rueda A, Romero-Garcia T, Aceves-Ripoll J, Rodriguez-
Sanchez E, Gonzalez-Lafuente L, Zaragoza C, Fernandez-Velasco M, Kuro-O M,
Ruilope LM, Ruiz-Hurtado G. Enhanced Klotho availability protects against cardiac
dysfunction induced by uraemic cardiomyopathy by regulating Ca®* handling. Br J
Pharmacol. 2020; 177:4701-4719

118. Olejnik A, Krzywonos-Zawadzka A, Banaszkiewicz M, Bil-Lula I. Klotho protein
contributes to cardioprotection during ischaemia/reperfusion injury. J Cell Mol Med.
2020; 24:6448-6458

119. Neyra JA, Hu MC. Potential application of klotho in human chronic kidney
disease. Bone. 2017; 100:41-49

120. Wang Y, Sun Z. Klotho gene delivery prevents the progression of spontaneous
hypertension and renal damage. Hypertension. 2009; 54.:810-817

121. Saito Y, Nakamura T, Ohyama Y, Suzuki T, lida A, Shiraki-lida T, Kuro-o M,
Nabeshima Y, Kurabayashi M, Nagai R. In vivo klotho gene delivery protects against
endothelial dysfunction in multiple risk factor syndrome. Biochem Biophys Res
Commun. 2000; 276:767-772

122. ChenB, Liang Y, Chen L, Wei Y, Li Y, Zhao W, Wu J. Overexpression of Klotho
inhibits HELF fibroblasts SASP-related protumoral effects on non-small cell lung
cancer cells. J Cancer. 2018; 9:1248-1258

123. Wang Y, Chen L, Huang G, He D, He J, Xu W, Zou C, Zong F, Li Y, Chen B,
Wu S, Zhao W, Wu J. Klotho sensitizes human lung cancer cell line to cisplatin via
P13k/Akt pathway. PL0oS One 2013; 8:e57391

124, Ligumsky H, Rubinek T, Merenbakh-Lamin K, Yeheskel A, Sertchook R,
Shahmoon S, Aviel-Ronen S, Wolf I. Tumor Suppressor Activity of Klotho in Breast
Cancer Is Revealed by Structure-Function Analysis. Mol Cancer Res. 2015; 13:1398-
407

78



125. LiQ,LiY,LiangL, LiJ, Luo D, Liu Q, Cai S, Li X. Klotho negatively regulated
aerobic glycolysis in colorectal cancer via ERK/HIFlalpha axis. Cell Commun
Signal. 2018; 16:26-26

126. Aviel-Ronen S, Rubinek T, Zadok O, Vituri A, Avivi C, Wolf I, Barshack I.
Klotho expression in cervical cancer: differential expression in adenocarcinoma and
squamous cell carcinoma. J Clin Pathol. 2016; 69:53-57

127. Doi S, Zou Y, Togao O, Pastor JV, John GB, Wang L, Shiizaki K, Gotschall R,
Schiavi S, Yorioka N, Takahashi M, Boothman DA, Kuro-O M. Klotho inhibits
transforming growth factor-betal (TGF-betal) signaling and suppresses renal fibrosis
and cancer metastasis in mice. J Biol Chem. 2011; 286:8655-8665

128. Lowery EM, Brubaker AL, Kuhlmann E, Kovacs EJ. The aging lung. Clin Interv
Aging. 2013; 8:1489-1496

129. Janssens JP, Pache JC, Nicod LP. Physiological changes in respiratory function
associated with ageing. Eur Respir J. 1999; 13: 197-205

130. Calvi CL, Podowski M, D'Alessio FR, Metzger SL, Misono K, Poonyagariyagorn
H, Lopez-Mercado A, Ku T, Lauer T, Cheadle C, Talbot CC Jr, Jie C, McGrath-
Morrow S, King LS, Walston J, Neptune ER. Critical transition in tissue homeostasis
accompanies murine lung senescence. PLoS One. 2011; 6:e20712

131. Sharma G, Goodwin J. Effect of aging on respiratory system physiology and
immunology. Clin Interv Aging. 2006; 1:253-260

132. Rossiello F, Jurk D, Passos JF, di Fagagna FA. Telomere dysfunction in ageing
and age-related diseases. Nat Cell Biol. 2022; 24:135-147

133.  Schneider JL, Rowe JH, Garcia-de-Alba C, Kim CF, Sharpe AH, Haigis MC. The
aging lung: Physiology, disease, and immunity. Cell. 2021; 184:1990-2019

134. lwasaki A, Foxman EF, Molony RD. Early local immune defences in the
respiratory tract. Nat Rev Immunol. 2017; 17:7-20

135. Haigis MC, Sinclair DA. Mammalian sirtuins: biological insights and disease
relevance. Annu Rev Pathol. 2010; 5:253-295

136. YuanYM, LuoL, Guo Z, Yang M, Lin YF, Luo C. Smoking, aging and expression
of proteins related tot he FOXO3 signaing pathway in lung tissues. Genet Mol Res.
2015; 14:8547-8554

79



137. Meiners S, Eickelberg O, Konigshoff M. Hallmarks of the ageing lung. Eur Respir
J. 2015; 45:807-827

138. Krick S, Grabner A, Baumlin N, Yanucil C, Helton S, Grosche A, Sailland J,
Geraghty P, Viera L, Russell DW, Wells JM, Xu X, Gaggar A, Barnes J, King GD,
Campos M, Faul C, Salathe M. Fibroblast growth factor 23 and Klotho contribute to
airway inflammation. Eur Respir J. 2018; 52:1800236

139. Suga T, Kurabayashi M, Sando Y, Ohyama Y, Maeno T, Maeno Y, Aizawa H,
Matsumura Y, Kuwaki T, Kuro-O M, Nabeshima Yi, Nagai R. Disruption of the
klotho gene causes pulmonary emphysema in mice. Defect in maintenance of
pulmonary integrity during postnatal life. Am J Respir Cell Mol Biol. 2000; 22:26-33

140. Shapiro SD. Animal models for chronic obstructive pulmonary disease: age of
klotho and marlboro mice. Am J Respir Cell Mol Biol. 2000; 22:4-7

141. Sato A, Hirai T, Imura A, Kita N, lwano A, Muro S, Nabeshima Y, Suki B,
Mishima M. Morphological mechanism of the development of pulmonary
emphysema in klotho mice. Proc Natl Acad Sci USA. 2007; 104:2361-5

142. C. Vogelmeier, Chair, A. Agusti, A. Anzueto, P. Barnes, J. Bourbeau, G. Criner,
D. Halpin, M. Han, F. Martinez, M. Montes de Oca, A. Papi, I. Pavord, N. Roche, D.
Sin, D. Singh, R. Stockley, M. Victorina Lopez Varela, J. Wedzicha. Global strategy
for the diagnosis, management, and prevention of chronic obstructive pulmonary
disease (2022 report) [Internet] (cited at 2022. Nov 22.) available from:
https://goldcopd.org/2022-gold-reports/

143. Adeloye D, Song P, Zhu Y, Campbell H, Sheikh A, Rudan I; NIHR RESPIRE
Global Respiratory Health Unit. Global, regional, and national prevalence of, and risk
factors for, chronic obstructive pulmonary disease (COPD) in 2019: a systematic
review and modelling analysis. Lancet Respir Med. 2022; 10:447-458

144, Rutten E, Gopal P, Wouters E, Franssen F, Hageman G, Vanfleteren L, Spruit
MA, Reynaert NL. Various mechanistic pathways representing the aging process are
altered in COPD. Chest. 2016; 149:53-61.

145. Gao W, Yuan C, Zhang J, Li L, Yu L, Wiegman C, Barnes PJ, Adock IM, Huang
M, Yao X. Klotho expression is reduced in COPDairway epithelial cells: effect on
inflammation and oxidant injury. Clin Sci. 2015; 129:1011-1023

80



146. Patel MS, Donaldson AV, Lewis A, Natanek SA, Lee JY, Andersson YM, Haji
G, Jackson SG, Bolognese BJ, Foley JP, Podolin PL, Bruijnzeel PL, Hart N,
Hopkinson NS, Man WD, Kemp PR, Polkey MI. Klotho and smoking--An interplay
influencing the skeletal muscle function deficits that occur in COPD. Respir Med.
2016; 113:50-56

147. Verde Z, Gonzalez-Moro JMR, Chicharro LM, Reinoso-Barbero L, Bandres F,
Gomez-Gallego F, Santiago C. A paradox: a-Klotho levels and smoking intensity.
Lung. 2017; 195:53-57

148. Kamizono Y, Shiga Y, Suematsu Y, Imaizumi S, Tsukahara H, Noda K, Kuwano
T, Fujimi K, Saku K, Miura SI. Impact of cigarette smoking cessation on plasma o-
klotho levels. Medicine (Baltimore). 2018; 97:€11947

149. Zhou H, Pu S, Zhou H, Guo Y. Klotho as Potential Autophagy Regulator and
Therapeutic Target. Front Pharmacol. 2021; 12:755366

150. Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram I, Jemal A, Bray F.
Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality
Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA Cancer J Clin. 2021;71:209-249

151. Centers for Disease Control and Prevention US Cancer Statistics Lung Cancer
[Internet] 2022  (cited at 2022. Nov 22) Available from:
https://www.cdc.gov/cancer/uscs/about/stat-bites/stat-bite-lung.htm

152.  Velcheti V, Ramaswamy G. Insulin-like growth factor and lung cancer. J Thorac
Oncol. 2006; 1:607-610

153. He B, Barg RN,You L, Xu Z, Reguart N, Mikami I, Batra S, Rosell R, Jablons
DM. Wnt signaling in stem cells and non-small-cell lung cancer. Clin Lung Cancer.
2005; 7:54-60

154. Spitz MR, Barnett MJ, Goodman GE, Thornquist MD, Wu X, Pollak M. Serum
insulin-like growth factor (IGF) and IGFbinding protein levels and risk of lung
cancer: a case-control study nested in the beta-carotene and retinol efficacy trial
cohort. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2002; 11:1413-1418

155.  Zhang M, Li X, Zhang X, Yang Y, Feng Z, Liu X. Association of serum
hemoglobin Alc, C-peptide and insulin-like growth factor-1 levelswith the
occurrence and development of lung cancer. Mol Clin Oncol. 2014; 4:506-508

81



156. Tas F, Bilgin E, Tastekin D, Erturk K, Duranyildiz D. Serum IGF-1 and IGFBP-
3 levels as clinicalmarkers for patients with lung cancer. Biomed Rep. 2016; 4:609—
614

157. Minuto F, Del Monte P, Barreca A, Alama A, Cariola G, Giordano G Evidence
for autocrine mitogenic stimulation by somatomedin- C/insuline-like growth factor |
on an established human lung cancer cell line. Cancer Res. 1988; 48:3716-3719

158. Rubinek T, Shulman M, Israeli S, Bose S, Avraham A, Zundelevich A, Evron E,
Gal-Yam EN, Kaufman B, Wolf I. Epigenetic silencing of the tumor suppressor
klotho in human breast cancer. Breast Cancer Res Treat. 2012; 133:649-657

159. Xie B, Zhou J, Yuan L, Ren F, Liu DC, Li Q, Shu G. Epigenetic silencing of
klotho expression correlates with poor prognosis of human hepatocellular carcinoma.
Hum Pathol. 2013; 44:795-801

160. Chang B, KimJ, Jeong D, Jeong Y, Jeon S, Jung SI, Yang Y, Kim KI, Lim J, Kim
C, Lee M. Klotho inhibits the capacity of cell migration and invasion in cervical
cancer. Oncol Rep. 2012; 28:1022-1028

161. Chen B, Ma X, Liu S, Zhao W, Wu J. Inhibition of lung cancer cells growth,
motility and induction of apoptosis by Klotho, a novel secreted Wnt antagonist in a
dose-dependent manner. Cancer Biol Ther. 2012; 13:1221-1228

162. Chen T, Ren H, Thakur A, Yang T, Li Y, Zhang S, Wang T, Chen M. Decreased
level of klotho contributes to drug resistance in lung cancer cells: involving in klotho-
mediated cell autophagy. DNA Cell Biol. 2016; 35:751-757

163. Usudal, Ichinose S, Ishizumi T, Ohtani K, Inoue T, Saji H, Kakihana M, Kajiwara
N, Uchida O, Nomura M, Ohira T, Ikeda N. Klotho predicts good clinical outcome in
patients with limited-disease small cell lung cancer who received surgery. Lung
Cancer. 2011; 74:332-337

164. Usudal, Ichinose S, Ishizumi T, Ohtani K, Inoue T, Saji H, Kakihana M, Kajiwara
N, Uchida O, Nomura M, Tsutsui H, Ohira T, Ikeda N. Klotho is a novel biomarker
for good survival in resected large cell neuroendocrine carcinoma of the lung. Lung
Cancer. 2011, 72:355-359

165. Hua H, Kong Q, Yin J, Zhang J, Jiang Y. Insulin-like growth factor receptor
signaling in tumorigenesis and drug resistance: a challenge for cancer therapy. J
Hematol Oncol. 2020; 13:64

82



166. Phospho Sit Plus [Internet] 2022 (cited at 2022. Nov 22.) Available from:
https://www.phosphosite.org/proteinAction.action?id=24693&showAllSites=true
167. Chen B,Wang X, ZhaoW,Wu J. Klotho inhibits growth and promotes apoptosis in
human lung cancer cell line A549. J Exp Clin Cancer Res. 2010; 29:99

168. ChenB, Liang Y, Chen L, Wei Y, LiY, Zhao W, Wu J. Overexpression of Klotho
Inhibits HELF Fibroblasts SASP-related Protumoral Effects on Non-small Cell Lung
Cancer Cells. J Cancer. 2018; 9:1248-1258

169. Brominska B, Gabryel P, Jarmotowska-Jurczyszyn D, Janicka-Jedynska M, Kluk
A, Trojanowski M, Brajer-Luftmann B, Wolinski K, Czepczynski R, Gut P,
Brominski G, Majewski P, Dyszkiewicz W, Ruchata M. Klotho expression and nodal
involvement as predictive factors for large cell lung carcinoma. Arch Med Sci. 2019;
15:1010-1016

170. Ryan S, Taylor CT, McNicholas WT. Selective activation of inflammatory
pathways by intermittent hypoxia in obstructive sleep apnea syndrome. Circulation.
2005; 112:2660-2667.

171. Yamauchi M, Nakano H, Maekawa J, Okamoto Y, Ohnishi Y, Suzuki T, Kimura
H. Oxidative stress in obstructive sleep apnea. Chest. 2005; 127:1674-1679.

172. Lavie L. Oxidative stress--a unifying paradigm in obstructive sleep apnea and
comorbidities. Prog Cardiovasc Dis. 2009; 51:303-312.

173.  Moreno JA, Izquierdo MC, Sanchez-Nino MD, Suarez-Alvarez B, Lopez-
Larrea C, Jakubowski A, Blanco J, Ramirez R, Selgas R, RuizOrtega M, Egido J, Or
tiz A, Sanz AB. The inflammatory cytokines TWEAK and TNFalpha reduce renal k
lotho expression through NFkappaB. J Am Soc Nephrol. 2011; 22:1315-1325

174. Castellano G, Intini A, Stasi A, Divella C, Gigante M, Pontrelli P, Franzin R, Ac
cetturo M, Zito A, Fiorentino M, Montinaro V, Lucarelli G, Ditonno P, Battaglia M,
Crovace A, Staffieri F, Oortwijn B, van Amersfoort E, Pertosa G, Grandaliano G,
Gesualdo L. Complement  modulation  of antiaging factor  klotho in
ischemia/reperfusion injury and delayed graft function. Am J Transplant. 2016;
16:325-333

175. Komaba H, Fukagawa M. Vitamin D and secreted Klotho: a long-awaited
panacea for vascular calcification? Kidney Int. 2012; 82:1248-1250

83



176. LiguoriC, Romigi A, Izzi F, Mercuri NB, Cordella A, Tarquini E, Giambrone M
P, Marciani MG, Placidi F. Continuous Positive Airway Pressure Treatment Increas
es Serum Vitamin D Levels in Male Patients with Obstructive Sleep Apnea. J Clin S
leep Med. 2015; 11:603-607

177. Ekman S, Wynes MW, Hirsch FR. The mTOR pathway in lung cancer and
implications for therapy and biomarker analysis. J Thorac Oncol. 2012; 7:947-953

178. Simpson A, Petnga W, Macaulay VM, Weyer-Czernilofsky U, Bogenrieder T.
Insulin-Like Growth Factor (IGF) Pathway Targeting in Cancer: Role of the IGF Axis
and Opportunities for Future Combination Studies. Target Oncol. 2017; 12:571-597

179. DeVito NC, Sturdivant M, Thievanthiran B, Xiao C, Plebanek MP, Salama AKS,
Beasley GM, Holtzhausen A, Novotny-Diermayr V, Strickler JH, Hanks BA.
Pharmacological Wnt ligand inhibition overcomes key tumor-mediated resistance
pathways to anti-PD-1 immunotherapy. Cell Rep. 2021; 35:109071

180. IBL International Soluble alpha-klotho ELISA kit [Internet] 2023 (cited at 2023.
Sep 03.) Available from https://ibl-international.com/en/alpha-klotho-elisa

181. Pako J, Barta I, Balogh Z, Kerti M, Drozdovszky O, Bikov A, Antus B, Horvath
I, Varga J. Assessment of the Anti-Aging Klotho Protein in Patients with COPD
Undergoing Pulmonary Rehabilitation. COPD. 2017; 14:176-180.

182. ATS Committee on Proficiency Standards for Clinical Pulmonary Function
Laboratories. ATS Statement: Guidelines for the six-minute walk test. Am J Respir
Crit Care Med. 2002; 166:111-117.

183. Pako J, Bikov A, Barta I, Matsueda H, Puskas R, Galffy G, Kerpel-Fronius A,
Antus B, Horvath I. Assessment of the circulating klotho protein in lung cancer
patients. Pathol Oncol Res. 2020; 26:233-238.

184. Pako J, Kunos L, Mészaros M, Tarnoki DL, Tarnoki AD, Horvath I, Bikov A.
Decreased Levels of Anti-Aging Klotho in Obstructive Sleep Apnea. Rejuvenation
Res. 2020; 23:256-261

185. Berry RB, Budhiraja R, Gottlieb DJ, Gozal D, Iber C, Kapur VK, Marcus CL, M
ehra R, Parthasarathy S, Quan SF, Redline S, Strohl KP, Davidson Ward SL, Tangre
di MM. Rules for scoring respiratory events in sleep: update of the 2007 AASM Ma
nual for the Scoring of Sleep and Associated Events. Deliberations of the Sleep Apn

84



ea Definitions Task Force of the American Academy of Sleep Medicine. J Clin Slee
p Med. 2012; 8:597-619.

186. Corhay JL, Dang DN, Van Cauwenberge H, Louis R. Pulmonary rehabilitation
and COPD: providing patients a good environment for optimizing therapy. Int J Chron
Obstruct Pulmon Dis. 2014; 9:27-39

187. Wang Z, Wang Z, Liang Z, Liu J, Shi W, Bai P, Lin X, Magaye R, Zhao J.
Expression and clinical significance of IGF-1, IGFBP-3, and IGFBP-7 in serum and
lung cancer tissues from patients with non-small cell lung cancer. Onco Targets Ther.
2013; 6:1437-1444

188. Toshifumi S, Takeshita Y, Murohara T, Sasaki K, Egami K, Shintani S, Katsuda
Y, lkeda H, Nabeshima Y, Imaizumi T. Angiogenesis and vasculogenesis are
impaired in the precocious-aging klotho mouse. Circulation. 2004; 110:1148-1155

189. Fukino K, Suzuki T, Saito Y, Shindo T, Amaki T, Kurabayashi M, Nagai R.
Regulation of angiogenesis by the aging suppressor gene klotho. Biochem Biophys
Res Commun. 2002; 293:332-337

190. Pan JY, Sun CC, Li SJ, Huang J, Li DJ. Role of miR-10b in non-small cell lung
cancer (NSCLC) cells by targeting klotho. Cancer Cell Microenviron. 2015; 2:e936

191. Qi HW, Shen Z, Fan LH (2011) Combined inhibition of insulin-like growth factor-
1 receptor enhances the effects of gefitinib in a human non-small cell lung cancer
resistant cell line. Exp Ther Med. 2: 1091e1095

192. Saghiv M, Manisha S, Lark W, BenSira D, Goldhammer E, Sagiv M. Sixteen we
eks of aerobic training influence spirometry, s-klotho, and hemodynamic responses
to sub-maximal exercise testing in obese men with severe obstructive sleep apnea.
Sleep Med Dis Int J. 2018; 2:76-91.

193. Maekawa Y, Ishikawa K, Yasuda O, Oguro R, Hanasaki H, Kida I, Takemura Y,
Ohishi M, Katsuya T, Rakugi H. Klotho suppresses TNF-a-
induced expression of adhesion molecules in the endothelium and attenuates NF-
kB activation. Endocrine. 2009; 35:341-346.

194. XiaW, Zhang A, Jia Z, Gu J, Chen H. Klotho Contributes to Pravastatin Effect o
n Suppressing IL-6 producation in endothelial cells.
Mediators Inflamm. 2016; 2016:2193210

85



195. Krick S, Baumlin N, Aller SP, Aguiar C, Grabner A, Sailland J, Mendes E, Sch
mid A, Qi L, David NV, Geraghty P, King G, Birket SE, Rowe SM, Faul C, Salathe
M. Klotho Inhibits Interleukin-8 secretion from cystic fibrosis airway epithelia.
Sci Rep. 2017; 7:14388.
196. Nadeem R, Molnar J, Madbouly EM, Nida M, Aggarwal S, Sajid H, Naseem J,
Loomba R. Serum inflammatory markers in obstructive sleep apnea: a meta-
analysis. J Clin Sleep Med. 2013; 9:1003-1012
197. Su X, YangW. Klotho protein lowered in elderly hypertension. Int J  Clin
Exp. 2014; 7:2347-2350
198. Xiaoli Z, Han L, Zhongjie S. GW25-
e0435 Klotho Deficiency Causes Hypertension and Renal Damage and Its Mechanis
m. J Am Coll Cardiol. 2014; 64:C14
199. Gonzaga CC, Gaddam KK, Ahmed MlI, Pimenta E, Thomas SJ, Harding SM, Op
aril S, Cofield SS, Calhoun DA. Severity of obstructive sleep apnea is related to ald
osterone status in subjects with resistant hypertension. J Clin Sleep Med. 2010; 6:36
3-368
200. Atkeson A, Jelic S. Mechanisms of endothelial dysfunction in obstructive sleep a
pnea. Vasc Health Risk Manag. 2008; 4:1327-1335
201. Marrone O, Battaglia S, Steiropoulos P, Basoglu OK, Kvamme JA, Ryan S, Pepi
n JL, Verbraecken J, Grote L, Hedner J, Bonsignore MR. Chronic kidney disease in
European patients with obstructive sleep apnea: the ESADA cohort study.
J Sleep Res. 2016; 25:739-745
202. Romero-Corral A, Caples SM, Lopez-
Jimenez F, Somers VK. Interactions between obesity and obstructive sleep apnea: i
mplications for treatment. Chest. 2010; 137:711-719

203.  Unnikrishnan D, Jun J, Polotsky V. Inflammation in sleep apnea: an update. Rev
Endocr Metab Disord. 2015; 16:25-34

204. Ford ES, Giles WH, Dietz WH. Prevalence of the metabolic syndrome among U
S adults: findings from the third National Health and Nutrition Examination Survey.

Jama. 2002; 287:356-359

86



205. Gao W, Liu DD, Li D, Cui GX. Effect of therapeutic hypercapnia on
inflammatory responses to one-lung  ventilation in  lobectomy  patients.
Anesthesiology. 2015; 122:1235-1252

87



10. Sajat publikacidk jegyzéke

10.1. Disszertaciohoz kapcsolédoé kozlemények

Pako J, Barta I, Balogh Zs, Kerti M, Drozdovszky O, Bikov A, Antus B, Horvath |, Varga
J: Assessment of the Anti-Aging Klotho Protein in Patients with COPD Undergoing
Pulmonary Rehabilitation. COPD: Journal of Chronic Obstructive Pulmonary
Disease, 2017; 14: 176-180.

Pako J, Bikov A, Barta I, Matsueda H, Puskas R, Galffy G, Kerpel-Fronius A, Antus B,
Horvath I: Assessment of the circulating klotho protein in lung cancer patients. Pathol
Oncol Res, 2020; 26: 233-238.

Pako J, Kunos L, Meszaros M, Tarnoki DL, Tarnoki AD, Horvath I, Bikov A: Decreased
Levels of Anti-Aging Klotho in Obstructive Sleep Apnea. Rejuvenation Res. 2020; 23:
256-261.

10.2. Disszertaciohoz nem kapcsolodo kézlemények

Pako J, Bikov A, Karlocai K, Csosza Gy, Kunos L, Losonczy G, Horvath I: Plasma VEGF
levels and their relation to right ventricular function in pulmonary hypertension. Clinical
and Experimental Hypertension, 2015; 37:340-344

Pako J, Bikov A, Horvath I: Asztma-COPD overlap szindroma; Diagnosztikai és terapias
kihivasok. Medicina Thoracalis, 2016; 69:26-34

Pako J, Veres D, Tisza J, Horvath I: A COPD a multimorbiditds tiukrében.
Orvostovabbképzd Szemle, 2015; 22. évf. 11. szdm

Bikov A, Pako J, Montvai D, Kovacs D, Koller Z, Losonczy G, Horvath I:
Exhaled breath condensate pH decreases following oral glucose tolerance test. Journal of
Breath Research, 2015; 9:047112

88



Bikov A, Pako J, Kovacs D, Tamasi L, Lazar Z, Losonczy G, Horvath I: Exhaled breath
volatile alterations in pregnancy assessed with electronic nose. Biomarkers, 2011,
16:476-484

Pako J, Hegedus Zs, Kalmar I, Toth J, Gal A, Bodnar A: A sziilészeti- és 0jsziilottellatas

fejlesztési lehetdségei a paciensek visszajelzései alapjan. IME, 2022; 21: 22-28.

Fekete M, Fazekas-Pongor V, Balazs P, Tarantini S, Szollosi G, Pako J, Nemeth AN,
Varga JT: Effect of malnutrition and body composition on the quality of life of COPD
patients. Physiol Int, 2021; 108:238-250

Fekete M, Pako J, Nemeth AN, Tarantini S, Varga JT: Prevalence of influenza and
pneumococcal vaccination in chronic obstructive pulmonary disease patients in

association with the occurrence of acute exacerbations. J Thorac Dis, 2020; 12:4233-4242

89



11. Koszonetnyilvanitas

Elsosorban szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Horvath Ildiké Professzor
Asszonynak, aki negyedéves tdk-hallgatd koromban lett témavezetdm, €és az azota eltelt
kozel mésfél évtizedben mindenben szdmithattam ra, legyen sz6 tudoméanyrol vagy
egészen masrol. Nem tudok elég halas lenni azért a rengeteg munkéért €s tamogatasért,

irdnymutatasért, amit tole kaptam.

Szeretnék koszonetet mondani annak a két egészen kivald fiatal pulmonologusnak ¢€s
nagyszerli embernek, akikhez szintén tdk-hallgatoként vezetett a sors, és akik hosszu
éveken 4t egyengették a tudomdnyos utamat. Dr. Bikov Andrés és Dr. Lazar Zs6tfia még
maguk is PhD-hallgatok voltak, mikor mar zavarba ejté profizmussal segitettek a
kutatasaimban, és nem utolsésorban moralis iranytiiként utat mutattak a tudomany

utvesztdjében.

Ko6szondm az Orszdgos Koranyi Pulmonologiai Intézet Korélettani Osztalya
munkatarsainak: Dr. Antus Balazsnak, Dr. Barta Imrének, Dr. Paska Csillanak és Mikoss
Mérianak a PhD-s éveim alatt nyujtott segitségét. Vizsgalataimat az ¢ laboratoriumukban
végeztem ¢és mindennapi kapcsolatban alltunk, barmilyen problémaval fordulhattam

hozzajuk.

Koszonom a Koranyi Intézet korabbi és jelenlegi vezetdségének, orvosainak, ndvéreinek
¢s minden munkatarsanak a segitségét. Kivétel nékiil mindenki nyitottan és segitékészen
fogadta a megkereséseimet, legyen sz vizsgalatok engedélyezésérdl, betegbevonasrol,
mintavételekrdl, patoldgiai mintaeclemzésrdl vagy a pénziigyi forrdsokkal kapcsolatos

munkarol.

Ko6szonom a Semmelweis Egyetem Pulmonolodgiai Klinikdja munkatarsainak a tdk-s

éveim alatt nyqjtott segitséget.

Végezetiil pedig koszondm csaladomnak: édesanyamnak, férjemnek és lanyomnak,
illetve barataimnak a végtelen ¢és feltétlen tamogatast és tiirelmet, hogy mindvégig biztos

hatteret teremtettek a kutatassal toltott évek alatt és a disszertacié megirdsa soran.

A disszertacidmat néhai édesapamnak ajanlom, aki mindig 6sztonzott a kérdezésre, a

kétkedésre, a kutatasra, de mar nem érte meg a Doktori Iskolaba torténd felvételem hirét.
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