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Povezanost varijacija u genu za Klotho protein, parametara mineralno-
koStanog metabolizma i ehokardiografskih karakteristika kod bolesnika
na hemodijalizi

Poremec¢aj mineralno-koStanog metabolizma ima znacajnu ulogu u
etiopatogenezi kardiovaskularnih dogadaja bolesnika na hemodijalizi.
Poslednjih godina otkriveni su novi parametri koje uti¢u na homeostazu
mineralnog metabolizma, kao $to su fibroblastni faktor rasta 23 (FGF23) i
Klotho protein. Cilj istraZivanja je ispitivanje povezanosti varijacija u genu za
Klotho protein, parametara mineralno-koStanog metabolizma i hipertrofije
leve komore (HLK) kod bolesnika na hemodijalizi.

Istrazivanjem je obuhvadeno 142 bolesnika kod kojih je izvrSena
genotipizacija za Klotho G-395A i Klotho C1818T polimorfizme, odredene su
koncentracije standardnih (kalcijuma, fosfora, PTH i alkalne fosfataze) i
novih (Klotho protein, FGF23 i vitamina D) paremetara mineralno-kostanog
metabolizma i uraden ehokardiografski pregled. Dizajnirani su modeli za
utvrdivanje prediktivne mo¢i varijacija u genu za Klotho protein i parametara
mineralno-kostanog metabolizma za nastanak HLK. Praéeno je petogodisnje
prezivljavanje.

Nosioci A alela Klotho G-395A polimorfizma, u poredenju sa nosiocima G
alela, su znacajno duze na hemodijalizi (p=0,033), znacajno mladi su zapoceli
hemodijalizno lec¢enje (p=0,044), a imaju snizenu koncentracije Klotho
proteina (p=0,001) i poviSene koncentracije FGF23 (p=0,031) i fosfora
(p=0,016). Najbolja predikcija za nastanak HLK je postignuta dodavanjem
sva tri nova parametra mineralno-kostanog metabolizma i Klotho G-395A
polimorfizma; AUC je pokazala znacajno poboljsanje sa 0,569 na 0,806 (p
<0,001) i poboljsanje u reklasifikacije pacijenata za 82,1% (95% CI 42,9-
121,3%). Tokom pet godina pracenja stopa mortaliteta je iznosila 52,1%. Kod
47,3% preminulih neposredni uzrok smrti je bio kardiovaskularni dogada;.

Utvrden je znacaj Klotho G-395A polimorfizma, jer nosioci A alela imaju
brzu progresiju hroni¢ne bubrezne slabosti, smanjene koncentracije Klotho
proteina i poviSene FGF23 i fosfora, $to sugeriSe da su izlozeni pove¢anom
riziku od kardiovaskularnih dogadaja. Pokazan je prediktivni znacaj novih
parametara mineralno-koStanog metabolizma u nastanku HLK, kao i u
predikciji mortaliteta. Poznavanje varijacija u genu za Klotho protein
doprinosi personalizovanom pristupu, $to uz primenu adekvatnih terapijskih
mera i1 postupaka tezi poboljSanju kvaliteta Zivota i duzem prezivljavanju
bolesnika na hemodijalizi.
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The interrelationship between Klotho protein gene variations, mineral bone
metabolism and echocardiographic characteristics in hemodialysis patients

Mineral bone metabolism disorder plays a major role in the etiopathogenesis of
cardiovascular events in hemodialysis patients. In recent years, many new
parameters associated with the homeostasis of mineral bone metabolisms, such as
fibroblast growth factor 23 (FGF23) and Klotho protein, have been discovered. The
main goal of this study is to discover interrelationships between Klotho protein gene
variations, mineral bone metabolism, and left ventricular hypertrophy (LVH) in
hemodialysis patients.

The study included 142 patients who were genotyped for G-395A and C1818T
Klotho gene polymorphism. Laboratory analyses were performed for routine
parameters of mineral bone metabolism (calcium, phosphorus, parathyroid
hormone, and alkaline phosphatase) and new parameters (FGF23, Klotho, and
vitamin D) and echocardiographic examination. Models for the determination of
predictive capabilities of Klotho gene variations and parameters of mineral bone
metabolism for the development of LVH were designed. The five-year survival rate
was monitored.

Carriers of A-allele of the G-395A Klotho gene polymorphism, compared to non-A-
allele carriers, are significantly longer on chronic hemodialysis program (p=0.033),
started renal replacement therapy at an earlier stage of life (p=0.044), have
decreased concentration of Klotho protein (p=0.01), have increased concentration of
FGF23 (p=0.031) and phosphorus (p=0.016). The best prediction for the
development of LVH was reached by adding all three new parameters of mineral
bone metabolism and Klotho G-395A polymorphism; AUC has shown significant
improvement from 0.596 to 0.806 (p< 0.001), and an improvement in patient
reclassifications for 82.1% (95% CI 42.9-121.3%). During the five-year follow-up,
the mortality rate was 52.1%, where 46.6% had cardiovascular complications as a
direct cause of death.

The G-395A Klotho polymorphism is determined due to faster progression of
chronic kidney disease in A-allele carriers, decreased concentration of Klotho
protein, and increased concentration of FGF23 and phosphorus, which suggest that
they have a higher risk for the development of cardiovascular complications. This
research has shown the prediction power of the new parameters of mineral bone
metabolism for the development of LVH and mortality. Knowledge of Klotho gene
variations contributes to the personalised management of patients, which, alongside
the application of adequate therapeutic means and procedures, increases the quality
of life and more prolonged survival of the hemodialysis patients.
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1. UVOD




Hroni¢na bubrezna insuficijencija (HBI) predstavlja veliki medicinski 1 socio-ekonomski
problem u svetu. Broj bolesnika koji zahtevaju zamenu bubrezne funkcije je u porastu, pri cemu
je hemodijaliza (HD) najzastupljeniji metod le¢enja u vecini zemalja [1, 2]. Kod bolesnika na
hemodijalizi se javljaju brojne komplikacije, a najznacajnije su anemija, hipertenzija,
neuhranjenost 1 poremec¢aj mineralno-kostanog metabolizma [2]. Mineralno-koStani poremecaj u
hroni¢noj bubreznoj insuficijenciji sa promenama u metabolizmu vitamina D i paratireoidnog
hormona (PTH), dovodi do talozenja kalcijuma i fosfora u mekim tkivima. Pomenute promene
udruzene sa mikroinflamacijom i oksidativnim stresom, dovode do degradacije vaskularnih
glatkomiSiénih €elija, sa strukturnim i funkcionalnim promenama na krvnim sudovim i srcu. Sve
ovo dalje vodi smanjenju elasticnosti krvnih sudova, smanjenju koronarne perfuzije,
remodelovanju leve komore srca, do kardiomiopatije i sréane slabosti. Negativni efekti na
kardiovaskularni sistem utiCu na kvalitet zivota i stopu prezivljavanja bolesnika na hemodijalizi

(3, 4].

Visoka stopa smrtnosti bolesnika na hemodijalizi je uglavnom posledica kardiovaskularnih
dogadaja u ¢ijoj etiopatogenezi znacajnu ulogu ima poremecaj mineralno-kostanog metabolizma.
U mineralno-koStanom metabolizmu postoji stalna interakcija izmedu bubrega, paratireoidnih
zlezdi, gastrointestinalnog trakta i kostiju. Istrazivanja mineralno-kostanog metabolizma dovela
su do otkrivanja novih komponenti u ovim kompleksnim patofizioloskim mehanizmima, a to su
fibroblastni faktor rasta 23 (FGF23) i Klotho protein [5, 6]. Najnovija saznanja ukazuju da
FGF23 1 Klotho protein imaju znacajnu ulogu u regulaciji metabolizma kalcijuma 1 fosfora,
vitamina D i paratireoidnog hormona, pogotovo kod bolesnika sa HBI. Hroni¢na bubrezna
insuficijencija se smatra prirodnim modelom ubrzanog starenja, jer propadanjem bubreznog
tkiva dolazi do smanjene ekspresije Klotho proteina, FGF23 se smanjenim afinitetom vezuje za
FGF receptor (FGFR), smanjuje se ekskrecija fosfata, §to pokre¢e kaskadu nepovoljnih efekata
na veem broju organa i sistema, a kao posledicu imamo porast nezeljenih kardovaskularnih

dogadaja [7, 8].

Budu¢a proucavanja povezanosti standardnih 1 novih komponeti mineralno-kostanog
metabolizma sa kardiovaskularnim morbiditetom i1 mortalitetom doves¢e do dodatnih saznanja i

omoguciti bolju stratifikaciju faktora rizika.
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Proucavanje varijacija u genu za Klotho protein doprineée personalizovanom medicinskom
pristupu, §to bi uz primenu adekvatnih terapijskih mera i postupaka uticalo na poboljSanje

kvaliteta zivota i duze prezivljavanje bolesnika sa hroni¢nom bubreznom slabos¢u na dijalizi.
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2. PREGLED LITERATURE




2.1. HRONICNA BUBREZNA INSUFICIJENCIJA

Hroni¢na bubrezna insuficijencija (HBI) nastaje kao posledica delovanja heterogenih bolesti koje
vremenom ireverzibilno ostecuju funkciju i/ili strukturu bubrega. Najbolji raspolozivi pokazatelj
bubrezne funkcije je jacina glomerularne filtracije (JGF) koja pokazuje koliinu filtrirane
tenosti kroz funkcionalne nefrone po jedinici vremena [9]. Definicija HBI se menjala tokom
vremena, ali aktuelne medunarodne preporuke ovo stanje definiSu kao smanjenu funkciju
bubrega izrazeno ja¢inom glomerularne filtracije (JGF) manjom od 60 ml/min/1,73 m? ili
prisustvom markera oSte¢enja bubrega najmanje 3 meseca, bez obzira na osnovni uzrok. Markeri
oSteCenja bubrega su: albuminurija, abnormalan sediment urina, elektrolitni poremecaji usled
ostecenja tubula, patohistoloske abnormalnosti, strukturne nepravilnosti utvrdene radioloskim
metodama 1 istorija transplantacije bubrega. Uobicajena podela HBI je na pet stadijuma, uz
postojanje 3a i1 3b stadijma [10]. Kada je JGF manja od 15 ml/min/1,73m? (stadijum 5), bolesnik
je u zavrSnom stadijumu bubrezne bolesti (ESKD, od engl. end stage kidney disease), pri cemu
funkcija bubrega vise nije u stanju da zadovolji zivotne potrebe duzi vremenski period. Stoga
bolesnici u ESKD zahtevaju pocetak leCenja nekom od metoda zamene bubrezne funkcije,
(hemodijalizu ili peritoneumsku dijalizu, transplantaciju bubrega) ili konzervativni tretman
(palijativna — nedijalizna nega).

Odnosu albumin/Kkreatinin u urinu (mg/g)

Al A2 A3
Normalno / blaze Umereno Znacajno
povedanje povecanje povedanje
<30 30-300 >00
y | Normaino >90 1 sa HBl-om 1 2
o~ -
g 2 Blagoostecenje 60-89 1 sa HBl-om 1 2
%)
= ostecenje
-E ostecenje
Tnacai TP

Zavrsni stadijum

Slika 1 | Stadijumi hroni¢ne bubrezne insuficijencije na osnovu vrednosti JGF i stepena

albuminurije - brojevi od 1-4 predstavljaju rizik od napredovanja HBI
(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [11])
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Brojna su ograniCenja u proceni prevalencije HBI, poput koriS¢enje rali¢itih formula za
izracunavanje JGF, metoda za detektovanja proteinurije i ispitivanja heterogenih populacija. Ipak
procenjuje se da ona iznosi oko 11% u razvijenim zemljama i zemljama u razvoju [12]. Seéerna
bolest i hipertenzija su glavni uzroci hroni¢ne bubrezne insuficijencije u veéini zemalja u svetu.
Dijabetes kao osnovni uzrok je prisutan kod 30-50% osoba sa HBI, i pogada 6,4% odraslih Sirom
sveta, mada se oc¢ekuje da se taj broj poveca na 69% u zemljama sa visokim prihodima i na 20%
u zemljama sa niskim 1 srednjim prihodima do 2030. Vise od cetvrtine odrasle populacije u 2000.
godini je imalo hipertenziju. Predvida se da ¢e do 2025. godine taj udeo biti oko 60% [13]. U
niskorazvijenim zemljama sveta glomerulonefritisi su vode¢i uzroci HBI, a znacajan procenat
bolesnika je sa nepoznatim uzrokom bubrezne slabosti, ali i sa nefrotoksi¢n$éu uzrokovanom
biljnim lekovima, zagadenjem vode teSkim metalima i1 zemljiSta organskim jedinjenjima

(pesticidima).

Postoji dosta monogenskih i1 poligenskih uzro¢nika hroni¢ne bubrezne insuficijencije. Neke
bolesti dovode do urodenih poremecaja bubrega i mokra¢nih puteva, koje se manifestuju na
rodenju ili u ranom detinjstvu, a druge se uglavnom manifestuju kasnije u zivotu, kao Sto je
autozomno dominantna policisticna bolest bubrega [14]. Studije su identifikovale nekoliko
lokusa, genskih polimorfizama tj. pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama (SNP - od engl.
single nucleotide polymorphisms) koji bi mogli doprineti ubrzanoj progresiji HBI [15]. Smatra se
da postoji 1 snazan uticaj okoline na predisponiranost za HBI. Epigenetski uticaj odnosi se na
promene u transkripciji 1 ekspresiji gena koje se manifestuju u fenotipu, bez izmena u genotipu.
Postoje znacajni dokazi da inflamacija, oksidativni stres, uremija i hiperhomocisteinemija mogu
izazvati promene u epigenomu koje podsticu fibrozu i mogu biti od znacaja za progresiju HBI

[16, 17].

Klinicka slika HBI je raznolika. Mnogi bolesnici su asimptomatski ili imaju nespecifi¢ne
simptome, poput mucnine, nagona na povracanje, gubitka apetita, umora, malaksalosti ili pada
koncentracije. Dijagnoza se obi¢no postavlja nakon skrining testova (pregledom krvi i urina) ili

kada su simptomi izraZeni. lako je najbolji raspolozivi pokazatelj bubrezne funkcije JGF, od
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znacaja za dijagnozu su prisustvo proteinurije 1 nalaz biopsije bubrega, sa promenama kao §to su
glomerulska skleroza, atrofija tubula ili intersticijska fibroza.

Pracenje bolesnika sa HBI podrazumeva identifikaciju nastalih poremecaja i njihovo lecenje,kao
1 kontrolu przine progresije bolesti, kao 1 procenu potrebe za zapocinjanjem zamene bubrezne
funkecije, 1 adekvatnu pripremu za istu. Bolesnici sa HBI imaju pet do deset puta ve¢i rizik od
prerane smrti nego od progresije do zavrSne faze bolesti bubrega. Ovaj povecani rizik od smrti
raste eksponencijalno kako se funkcija bubrega pogorsava i u velikoj meri zavisi od pridruzenog
kardiovaskularnog morbiditeta [18, 19]. Takode, i kvalitet Zivota bolesnika sa HBI je znacajno

niZi u odnosu na osobe u opstoj populaciji i opada sa smanjenjem JGF.

Vecina bolesnika u terminalnom stadijumu bubrezne slabosti se le¢i hemodijalizom ili
peritoneumskom dijalizom, sa prevalencijom na globalnom nivou od 280 na milion ljudi, u
poredenju sa 65 bolesnika na milion ljudi koji imaju funkcionalni transplantirani bubreg.
PetogodiSnje prezivljavanje bolesnika koji se lece dijalizom je 13% - 60% nize u poredenju sa u
opStom populacijom slicnog uzrasta. Oko 56% bolesnika na dijalizi aktivno ¢eka na
transplantaciju bubrega, samo 25% dobije bubreg, dok 6% umre dok ceka transplantaciju

bubrega svake godine [19].

2.2. KOMPLIKACIJE HRONICNE BUBREZNE INSUFICIJENCIJE

Hroni¢na bubrezna insuficijencija je povezana sa nekoliko negativnih klinickih ishoda, kao Sto
su kardiovaskularni dogadaji, prestanak rada bubrega, potreba za terapijom zamene bubrezne
funkcije, povecana smrtnost i smanjen kvalitet Zivota, Sto je posledica mnogobrojnih
komplikacija koje prate ovu grupu bolesnika [20-24]. Neke od ovih komplikacija mogu se lako
definisati i kvantifikovati, poput kardiovaskularnih bolesti, hipertenzije, anemije, mineralno
kostanih poremecaja, optere¢enje volumenom, elektrolitne i acido-bazne abnormalnosti. Dok se
ostale komplikacije mogu manje jasno definisati i imaju kompleksniju patogenezu (umor,
kaheksija, pruritus, anoreksija, mucnina i seksualna disfunkcija). Komplikacije se uglavnom

manifestuju udruzeno, kao slozeni klini¢ki sindromi.
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Hipertenzija je jedna od najces¢e prisutnih komplikacija HBI i smatra se da doprinosi ubrzanom
smanjenju bubrezne funkcije i kardiovaskularnom morbiditetu i mortalitetu. Dijagnostifikovanje
1 kontrola visokog krvnog pritiska su ¢esto suboptimalni [25]. Ciljne vrednosti sistolnog krvnog

pritiska za bolesnike sa HBI su nize nego u opstoj populaciji [26].

Anemijske komplikacije kod bolesika sa HBI su Ceste, i dobro proucene. Terapija podrezumeva
primenu preparata gvozda, a znacajan pomak je ucinjen uvodenjem eritropoetin stimuliSucih
agenasa (ESA). Iako ESA preparati mogu da dovedu do simptomatskog olakSanja, uticaj ovih
lekova na prezivljavanje ostaje nejasan i moze povecati rizik od kardiovaskularnih 1 malignih
bolesti [27]. VrSe se veliki napori svetske zajednice da ESA preparati, parenteralno gvozde i

transfuzija krvi budu dostupni u veéini delova sveta.

Hipernatrijemija sa zadrzavanjem te€nosti se ¢esto vida kod bolesnika sa HBI, §to doprinosi ne
samo pojavi edema, ve¢ moze negativno uticati na hipertenziju i kvalitet Zivota. Povezuje se i sa
kardiovaskularnim bolestima, posebno sa koncentricnom hipertrofijom leve komore, i

posledi¢nom dijastolnom disfunkcijom.

Metabolicka acidoza je uobicCajena kod bolesnika sa HBI. Hroni¢na metabolicka acidoza
doprinosi katabolizmu skeletnih miSic¢a, neosetljivosti na endokrine hormone i koStanim

abnormalnostima, te moze ubrzati progresiju HBI [28, 29].

Mineralno-ko$tani poremecaj je redovni pratilac bolesnika sa HBI, obuhvata tradicionalne
biohemijske abnormalnosti minerala, renalnu osteodistrofiju i kalcifikaciju mekih tkiva [30-32].
Hipertrofija leve komore moze biti uzro¢no povezana sa ovim abnormalnostima. Ova slozena
grupa poremecaja je slabo razumljiva i uprkos velikom broju pretklinickih podataka ima vrlo
malu primenu u klinickoj praksi [33]. Postoji mogucnost lecenja hiperfosfatemije, nedostataka
vitamina D i sekundarnog hiperparatiroidizama, iako ne postoje relevantni dokazi koji potvrduju
korist od ovakvih terapijskih intervencija. Uloga jeftinih vezaCa fosfata na bazi kalcijuma je
kontroverzna, zbog potencijalne opasnosti ovih preparata u taloZzenju kalcijuma u mekim tkivima

[34, 35].
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Kardiovaskularne bolesti (KVB) predstavljaju vodec¢i uzrok smrtnosti kod bolesnika sa HBI, a
prevalencija i njihova teZina se povecavaju sa padom JGF [36, 37]. Rizik od kardiovaskularnog
mortaliteta je 8 puta veci kod pacijenta u 5. stadijumu HBI (JGF <15 ml / min / 1,73 m2) nego u
odgovarajucoj populaciji bez bubrezne slabosti [23]. Tako aterosklerotska bolest napreduje sa
progresijom HBI, kardiovaskularni dogadaji kod ovih bolesnika su uglavnom vezani za
neaterosklerotsku etiopatogenezu, poput hipertrofije leve komore sa dijastolnom i sistolnom
disfunkcijom, hipervolemijom i arterijskim kalcifikacijama. Ovi dogadaji se mogu manifestovati
atrijalnim 1 ventrikularnim promenama, sve do sr€anog zastoja i iznenadne srcane smrti [38].
Prihvaceno je da je lecenje tradicionalnih faktora rizika za kardiovaskularne bolesti, poput
hiperholesterolemije 1 hipertenzije, efikasno kod bolesnika sa HBI, posebno u pocetnim
stadijumima. Postoje i dodatni faktori rizika koje bi trebalo uzeti u obzir, od kojih se veéina
smatra komplikacijama HBI [39, 40]. Primer netradicionalnih faktora rizika su mineralni i
endokrini poremecaji, poput zadrzavanja fosfata, poviSenog nivoa fibroblastnog faktora rasta 23 i
poremecaja metabolizma Klotho protein [41]. Bolje poznavanje faktora rizika koji doprinose
razvoju KVB kod bolesnika sa HBI, i identifikacija dodatnih terapijskih ciljeva, zajedno sa
naporima za kontrolu krvnog pritiska, adekvatnom iskranom i na¢inom Zivota moglo bi doprineti

globalnom smanjenju kardiovaskularnog opterec¢enja kod ovih bolesnika [42].
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2.3. MINERALNO - KOSTANI METABOLIZAM

Normalna ravnoteza mineralno-kostanog metabolizma, pre svega homeostaza kalcijuma i1 fosfora
je od vitalnog znacaja za organizam. Kalcijum i fosfor su esencijalni za brojne bioloske sisteme,
ukljucujuéi formiranje kostiju, energetski metabolizam, razli¢ite metabolicke puteve, kao i
intracelularnu signalizaciju. Shodno tome, njihova endokrina regulacija je strogo kontrolisan
proces. U fizioloSkim uslovima postoji stalna interakcija izmedu creva, kostiju, paratireoidnih

zlezdi i bubrega [43].

Kalcijum (Ca) je peti najzastupljeniji element u ljudskom telu, koji ima strukturnu i
neuromuskularnu ulogu, ulogu koenzima i intracelularnog sekudnarnog galsnika. Dostupan je
samo putem hrane, dnevne potrebe zavise od pola i starost. Kod dece postoji pozitivan bilans
kalcijuma, dok kod starijih obi¢no dolazi do smanjenja kostane mase, te je ovaj bilans negativan.
Glavni regulatori homeostaze kalcijuma su paratiroidni hormon, koji deluje preko receptora za
paratiroidni hormon (PTHI1R) i 1,25 dihidroksivitamin D (kalcitriol) koji deluje na nuklearni
vitamin D receptor (VDR).

Smanjenje Ca u cirkulaciji brzo inaktiviSe Ca-senzitivne receptore u paratireoidnim zlezdama
(CaSR), $to dovodi do povecanog lucenja PTH iz glavnih ¢elija paratiroidnih Zlezda [44]. PTH je
polipeptid sastavljen od 84 aminokiselina, koji deluje na nivou distalnih tubula bubrega
povecavajuci reapsorpciju kalcijuma, kao i poveéanom resorpcijom na nivou kostiju. Ako niski
nivoi kalcijuma traju duze vreme, postoji povecana transkripcija PTH mRNA, Sto na kraju
dovodi do povecane proliferacije paratiroidnih celija. Nasuprot tome, visok nivo kalcijuma u
serumu aktivira CaSR 1 dovodi do brzog smanjenja lu¢enja PTH, S$to posledi¢no dovodi do
povecanog gubitka kalcijuma bubrezima, smanjene resorpcije iz kostiju i smanjene apsorpcije
kalcijuma u crevima. Relativno male promene koncentracije kalcijuma izazivaju velike promene

u luéenju PTH [45].

Vitamin D se moze uneti hranom ili sintetisati u kozi. Bioloski aktivni oblik vitamina D nastaje
preko 25-hidroksivitamina D u jetri, a zatim dejstvom 1-alfa-hidroksilaze u bubrezima do 1,25-

dihidroksivitamina D, odnosno kalcitriola. U slozenom sistemu povratnih sprega sinteza
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kalcitriola je indukovana PTH-om, hipokalcemijom 1 hipofosfatemijom, a smanjena
hiperkalcemijom 1 hiperfosfatemijom. VDR aktivacija u paratiroidnim Zzlezdama smanjuje
sintezu i sekreciju PTH. U distalnim tubulima kalcitriol olaksava unos kalcijuma povecavajuci
broj katijonski kanala TRPVS (od engl. transient receptor potential vallinoid-5 channel) na
PTH-om [46]. Aktivacija VDR takode olakSava apsorpciju kalcijuma u tankom crevu i povecava
oslobadanje kalcijuma iz kostiju aktivacijom osteoklasta, a u uslovima velike potrebe za

kalcijumom 1 iz osteocita.

Fosfor (P) je Sesti najces¢i element kod ljudi koji prakti¢no nikada nije u svom elementarnom
obliku ve¢ je pretezno vezan za kiseonik kao fosfat. Fosfat igra klju¢nu ulogu u energetskom
metabolizmu preko adenozin trifosfata (ATP), u bioloski vaznim molekulima, kao §to su DNK 1
RNK, i ulazi u sastav ¢elijskih membrana, kao sastavni deo fosfolipida. Vecina fosfata (priblizno
80%) je vezana za mineralizovano tkivo u obliku hidroksiapatita. Ostatak se distribuira u
skeletnim misi¢ima i u ekstracelularnom prostoru. Homeostaza fosfata je slicna kalcijumu, a
odrzava je nekoliko faktora koji uticu na intestinalnu apsorpciju, bubreznu reapsorpciju 1 skeletni
metabolizam. Fizioloski raspon za serumski fosfat je Siri nego za kalcijum, promene se bolje

podnose, a adaptivni mehanizmi su mnogo brzi.

Apsorpcija fosfata se odvija u tankom crevu, pasivnom difuzijom i aktivnim transportom
pomoc¢u natrijum zavisnog transportera fosfata - NaPT2b (od engl. Sodium-Dependent
Phosphate Cotransporters type 2b). Visok unos fosfata ishranom povecava pasivni paracelularni
unos, dok je aktivni transport indukovan kalcitriolom, povecavaju¢i broj natrijum zavisnih
transportera NaPT2b na luminalnoj strani enterocita [47]. Bubrezi su klju¢ni organi u regulaciji
fosfata. Fosfat se slobodno filtrira u glomerulu i reapsorbuje u proksimalnim tubulima. U
fizioloskim uslovima, oko 70% filtriranog fosfata se ponovo apsorbuje. Reapsorpcija se moze
povecati u uslovima niskog sadrzaja fosfata i odredena je uglavnom povecanjem transportera
NaPT2a i NaPT2c na apikalnoj strani ¢elija proksimalnih tubula [48]. Osim creva i bubrega, kost
igra vaznu ulogu u metabolizmu fosfata. Fosfat je klju¢na komponenta u procesu mineralizacije

matriksa od strane osteoblasta i1 osteocita. Nasuprot tome, kao glavno skladiste fosfata skelet se
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moze prilagoditi promenama u zahtevima za ekstracelularnim fosfatom kroz promene u
remodelovanju kostiju.

smanjenje
paratircoidne kalcijuma
Zlezxde

KALCIDIOL \\

KALCITRIOL ™ !u hidroksilaza \

KOST
l‘i' ; NaPT2a
- NaPT2c urinarn:a t ostcoblastiéne

bubreg l \-k‘“\f\-‘-ll 1 I‘L‘:ﬂl‘]‘)ﬂ,ll‘—
| reapsorcije f‘n‘.f“\t“l
+ t kalcijuma f’ fostora
f rcapsorcije kalcijuma
o
% > 'E )
oIT  § \ normalizacija
- — kalcijuma |

t apsorcija kalcijuma / fosfora

Slika 2 | Regulacija metabolizma kalicijuma i fosfata pomocu vitamina D i PTH
(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [49])

Do nedavno se PTH smatrao glavnim hormonom odgovornim za odrzavanje homeostaze fosfata.
Visok nivo fosfata u serumu nezavisno povecava lucenje PTH [50]. Zauzvrat, PTH smanjuje
NaPT2a i NaPT2c¢ na apikalnoj strani ¢éelija proksimalnog tubula, poveéavajuéi tako gubitak
fosfata urinom [50]. S druge strane, PTH signalizacija dovodi do povecanog odliva fosfata iz
kostiju pojacanom resorpcijom. Dodatno, PTH indirektno poveéava apsorpciju fosfata u tankom
crevu aktivacijom 1-alfahidroksilaze u bubrezima. Uprkos tome $to na nivou kostiju i creva utice
na povecanje fosfata, ukupni efekat PTH je smanjenje serumskog fosfata, pa ga stoga treba
smatrati hormonom za snizavanje fosfata. lako se razmatralo o postojanju receptora za osetljivost
na fosfate, mehanizam pomocu kojeg se hormoni za regulaciju fosfata prilagodavaju promenama
u serumskim fosfatima ostaje nejasan [51]. Poslednjih godina, identifikacija nove endokrine
osovine koja sadrzi fibroblastni faktor rasta 23 1 Klotho protein dovela je do promene paradigme

u razumevanju regulacije fosfata i mineralno-kostanog metabolizma uopste.
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Smanjenje funkcije bubrega, kod bolesnika sa HBI, u mnogome modifikuje ¢vrsto povezane
mehanizme koji kontroliSu ove procese. Promene u faktorima koji reguliSu homeostazu
mineralno-kostanog metabolizma, narocito FGF23, javljaju se relativno rano u hroni¢noj
bubreznoj insuficijenciji, i napreduju sa progresijom bubrezne slabosti [52, 53]. Vremenom ove
promene mogu dovesti do hiperfosfatemije, nedostatka vitamina D, sekundarnog
hiperparatiroidizmom i na kraju do brojnih abnormalnosti na kostima uz vaskularne kalcifikacije

i kalcifikacije mekih tkiva.

Kako bi se istakao znafaj poremecaja mineralno-koStanog metabolizma kod bolesnika sa
hroni¢nom bubreznom insuficijencijom, predlozen je novi termin, sindrom CKD-MBD (od engl.
chronic kidney disease - mineral and bone disorder) [54]. Medutim, bioloski efekti vitamina D,
FGF23 1 Klotho proteina su $iri od njihove uloge u regulaciji metabolizma minerala. Oni
predstavljaju znacajne komponente u etiopatogenezi kardiovaskularnih komplikacija kod

bolesnika sa HBI, ¢ineci ciljna mesta za nove terapijske modele.

2.3.1. ULOGA FGF23 / KLOTHO U REGULACIJI METABOLIZMA KACIJUMA I
FOSFATA

Fibroblastni faktor rasta 23 je hormon koji poti¢e iz kostiju, lu€e ga osteoblasti i osteociti.
FGF23 pripada superfamiliji peptida koji ima plejotropne efekte na Sirok spektar bioloskih
funkcija [55]. Porodica FGF-ova sastoji se od dvadeset i dva ¢lana koja su identifikovana kod
ljudi, od kojih vecina deluju kao parakrini / autokrini faktori [56]. Suprotno tome, FGF23,
zajedno sa FGF19 1 FGF21, ima endokrinu akrivnost [41]. Razlika u nac¢inu delovanja izmedu
parakrinih i endokrinih FGF-a uglavnom se odnosi na njihov afinitet za heparin [57-59].
Parakrini FGF-ovi sadrze heparin vezuju¢e domene koji im omogucéavaju vezivanje s visokim
afinitetom za heparin sulfat u vanc¢elijskom matriksu, koji te faktore rasta povezuje sa ¢elijama
koje ih sintetiSu i podsti¢uci na taj nacin parakrino delovanja. Heparan sulfat je potreban da bi se
parakrini FGF-ovi vezali 1 aktivirali svoje receptore - FGFR. Na primer, heparan sulfat se
direktno vezuje za FGF2 i FGFRI1 da bi formirao troclani kompleks heparan sulfat - FGF2 -

FGFR1, koji je potreban za aktiviranje tirozin kinaze, koji je intracelularni deo FGFR1.
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Za razliku od parakrinih FGF-ova, endokrini FGF nemaju heparin vezuju¢e domene, §to im
omogucava difuziju dalje od mesta sinteze, odnosno ulazak u sistemsku cirkulaciju [60].
Medutim, endokrinom FGF-u je i dalje potreban koreceptor kako bi se vezali za receptore u
ciljnim organima. Umesto heparan sulfata, Klotho proteini funkcionisu kao koreceptor [61-63].
Za razliku od heparan sulfata, Klotho protein nije eksprimiran u svima tkivima, pa njegov
obrazac ekspresije u kombinaciji sa FGFR odreduje na koje organe ¢e endokrini FGF-ovi
ostvarivati svoje efekte. Zanimljivo je da je za razliku od mnogih receptorskih kompleksa za Cije
povezivanje su potrebni ligandi, formiranje Klotho-FGFR kompleksa je nezavisno od prisustva

FGF liganda [61].

Studije koje su proucavale strukturu receptorskog kompleksa Klotho - FGFR1¢ pokazale su da se
sa molekula Klotho proteina pruza dugacka nit — RBA (od engl. receptorr- binding arm) koja je
u direktnoj komunikaciji sa FGFR1c [64]. FGF23 se uklapa u tako formiran Zleb, pri ¢emu je
FGF23 N terminalni kraj orijentisan ka FGFRI1c , dok je C kraj orijentisan ka Klotho proteinu
(Slika 3).

FGFRIc Klotho N terminalni kraj ~ C terminalni kraj
FGF23_——
/M GF3-

| D2 |

Slika 3 | Formiranja kompleksa FGF23 — Klotho — FGFRI1c

(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [65])

Ovi nalazi potvrduju da dve komponente receptorskog kompleksa deluju uzajamno 1 time
razjasnjavaju funkciju Klotho proteina kao obaveznog koreceptora za FGF23. Zanimljivo je da
trostruki kompleks FGF23, Klotho i FGFRI1c ipak zahteva heparan sulfat da bi aktivirao tirozin
kinazu FGFR1c. lako je njegov afinitet za FGF23 jako nizak, heparan sulfat deluje u interakciji i
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sa FGFR1c 1 FGF23. Postoji moguénost da Klotho, pored RBA, ima i druga mesta za vezivanje 1
interakciju sa FGFR-a, §to moze objasniti viSestruke funkcije rastvorljivog Klotho-a koje su
nezavisne od FGF23 [66]. Obzirom na ulogu endokrinih FGF-ova u nizu fizioloskih reakcija,
ukljucuju¢i mineralni 1 energetski metabolizam, stresne reakcije 1 poremecaje povezane sa
starenjem, agonisti i antagonisti ovih hormona su potencijalne terapijske mete za razlicite
poremecaje [67-69]. Ocekuje se da ¢e podaci dobijeni za endokrine FGF-ove i Klotho protein

ubrzati razvoj novih lekova.

Ubrzo nakon otkri¢a Klotho proteina, identifikovana su jo§ dva proteina 1 nazvani BKlotho 1
yKlotho [70]. BKlotho formira binarne komplekse sa FGFRIc (u adipocitima) i FGFR4 (u
hepatocitima), koji funkcioniSu kao fizioloski receptori za FGF21 1 FGF19 [62, 71]. Sli¢no kao 1
insulin, FGF19 indukuje metaboli¢ke reakcije nakon hranjenje, dok je FGF21 sli¢an glukagonu 1
reguliSe metabolizam tokom gladovanja [41]. yKloto se moze na¢i uglavnom u masnom tkivu,

o¢ima 1 bubregu [41, 72, 73].

2.3.2. STRUKTURA KLOTHO PROTEINA

Klotho protein pripada grupi glikoproteina tip 1. Kod ljudi se sastoji od 1012 aminokiselina,
eksprimira se na ¢elijskim membranama, i naziva se membranski Klotho protein (protein vezan
za cCelijsku membranu) [73-75]. Molekularna tezina Klotho proteina je 135 kDa [76-79].
Membranski Klotho protein satoji se iz tri domena: citoplazmatski (CIT), transmembranski (TM)
i ektodomen (Slika 4). Ektodomen ima dva ponavljanja, KL1 i KL2, sa oko 450 aminokiseline
[63, 73, 80].

Glavni tip Klotho proteina oznacen je kao aKlotho. Postoje dva tipa rastvorljivih (solubilnih)
Klotho proteina: odcepljen (iseceni) 1 izlucen.
e Odcepljeni (iseceni) Klotho nastaju kao posledica delovanja membranskih proteaza
ADAM 10 i ADAM 17 (od engl. a disintegrin and metalloproteinase domain-containing
proteins). Proteaze odvajaju / seku fragmente iz vanéelijskog domena u krv, urin i

cerebrospinalnu tecnost [41, 73, 80]. ADAM 10 i 17 seku na dva nacina, te nastaju tri
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oblika. Prvi ,,rez” se javlja odmah iza transmembranskog domena i proizvod sadrzi KL 1 1
KL2 fragmente (130 kDa). Drugi ,,rez” je lokalizovan izmedu sekvenci KL1 i KL2 i
oslobada protein koji sadrzi samo KL1 domen (68 kDa). Kada se pojavi dejstvo proteaza
na oba mesta istovremeno domeni KL 1 1 KL2 se oslobadaju odvojeno [76, 80, 81].

e Pored toga, alternativni prekid transkripcije Klotho gena dovodi do stvaranja izluc¢enog
Klotha (otprilike 65 kDa) [82]. Ovaj oblik Klotho proteina sadrzi 549 aminokiselinskih
ostataka, odgovara fragmentu KL1 i ima dodatnu C-terminalnu sekvencu. Nalazi se u

krvi, urinu i cerebrospinalnoj te¢nosti i njegov nivo opada s godinama [73, 74, 80].

Membranski Iseceni Klotho [zIudent
Klotho : Klitho
I I ¢ @7
KL1 KL1 KL1 KL1 | KLI

ekstracelularni deo

Slika 4 | Membranski 1 rastvorljivih (odcepljeni 1 izlucenih) Klotho i
FGF23 vezan za kompleks membranski Klotho i FGFR

(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [83])

2.3.3. BILOSKA ULOGA KLOTHO PROTEINA

Glavna funkcija membranskog Klotho proteina je formiranje specifiénog receptora za vezivanje
FGF23. Fibroblastni faktor rasta 23 moze direktno da se veze za svoj receptor — FGFR.
Medutim, Klotho kao koreceptor, formira kompleks Klotho — FGFR, ¢ime se viSestruko
povecava afinitet za vezivanje FGF23 i njegovo delovanje [41, 73]. FGF23 inhibira natrijum
zavisne transportere fosfata NaPT2a i reguliSe reapsorpciju fosfata u proksimalnim tubulima

bubrega [41, 73, 84]. Dakle, dolazi do negativnog balansa fosfata i kalcijuma promovisuci
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njihovu urinarnu ekskreciju 1 inhibiciju njihove apsorpcije u crevima [41, 73, 84, 85]. Treba
napomenuti da paratireoidna zlezda pokazuju visoku Klotho ekspresiju i drugi su ciljni organ za
FGF23. Studije pokazuju da FGF23 smanjuje luCenje paratircoidnoga hormona [86].
Membranski Klotho protein se ponaSa kao obavezni koreceptor za FGF23 u regulisanju

mineralnog metabolizma [73, 87].

Treba ista¢i da rastvorljivi oblik Klotho proteina moze ucestvovati u odrzavanju jonske
homeostaze nezavisno od FGF23. Klotho pokazuje aktivnost f-glukuronidaze i sialidaze i
modifikuje funkciju transportera u bubrezima i crevima [73, 88, 89]. Reapsorpcija bubreznog
kalcijuma 1 sekrecija kalijuma su regulisani TRPVS (od engl. transient receptor potential
vallinoid-5 channel) 1 ROMKI1 kanalima (od engl. renal outer medullary potassium channel 1).
TRVPS se nalaze pretezno u distalnim tubulima, dok je ROMKI1 ekspresija dokazana u distalnim
tubulima 1 sabirnim kanali¢ima [90-93]. Eksperimentalni podaci su pokazali defekt u izlu¢ivanju
jona K i hiperkalemiji kod ROMKI1" /-~ miSeva &ija je ishrana bila bogata kalijumom [92].
Intravenozno primena rastvorljivog Klotho proteina kod pacova povecala je urinarnu ekskraciju
kalijuma. Administracija Klotho ne menja nivo K u plazmi [93]. Medutim, povezanost izmedu

nivoa Klotho, ROMKI1 i plazmatskog K treba dalje istraziti.

I rastvorljivi Klotho moze delovati kao fosfaturi¢ni faktor i inhibirati NaPT2a transportere fosfata
u proksimalnim tubulima bubrega. Kroz svoju aktivnost f-glukuronidaze, Klotho modifikuje
NaPT2a i dovodi do njihove internalizacije na apikalnoj strani membrane $to vodi do smanjenja

apsorpciju fosfata, takode nezavisno od FGF23 [73, 94].

Pokazano je da rastvorljivi ili solubilni oblik Klotho proteina ima aktivnost endokrinog,
autokrinog 1 parakrinog hormona. Klotho je ukljuen u regulaciju oksidativnog stresa,
inflamacije i fibroze inhibicijom insulina, odnosno insulinu slicnog faktora rasta-1 (IGF-1) i

transformisuceg faktora rasta f1 (TGF-£1) [73, 79, 95-98].
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Slika 5 | Regulatorne funkcije solubilnih Kl/otho proteina

(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [65])

Dobro je dokumentovano da je FoxOs (od engl. forkhead box protein O) transkripcioni faktor
koji inhibira PI3K/Akt signalni put (fosfatidilinozitol 3-kinaza / serin-treonin kinaza signalni
put). FoxOs kontroliSe gene koji su ukljuceni u celijsku diferencijaciju, rast, Celijski ciklus,
metabolizam lipida i glukoze i uklanjanje reaktivnih vrsta kiseonika (RVK) [95, 99]. Suzbijanje
signalnog puta insulina / IGF-1 / PI3K dovodi do aktiviranja FoxOs i pojaCane ekspresije
mangan superoksid dismutaze (MnSOD), superoksidnog neutralizatora. Posledi¢no, Klotho
inhibicija insulina /IGF1/ PI3K signalizacija dovodi do povecane otpornosti na oksidativni stres i
povoljno uti¢e na starenja (antiaging mehanizme) [95, 96, 99]. U novije vreme, Takenaka i
saradnici (2017) su pokazali da nakon suplementacije egzogenog Klotho proteina kod misSeva

dolazi do smanjenjenja krvnog pritiska, albuminurije i oksidativnog stresa kod dijabetesa [98,

100].
Postoje podaci da je Klotho ekspresija smanjena u uslovima dugotrajnog stresa [98, 101].
Smanjenje Klotho ekspresije otkriveno je u istrazivanju mIMCD?3 kulturi misjih ¢elija (od engl.

innermedulla collecting duct3), tretiranih vodonik peroksidom (H20:2) i na taj nacin izloZene
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oksidativnom stresu. Rezultati su pokazali da primenom egzogenog Klotho proteina dolazi do
zna€ajnog smanjenja apoptoze izazvane H202, §to ukazuje da Klotho moze imati zastititi efekat

na ¢elije prevencijom apoptoze prouzrokovane oksidativnim stresom [101].

Sli¢no je pokazano i u animalnom modelu gde su izazvane ishemijsko-reperfuzione (I / R)
povrede bubrega pacova. Ishemijska akutna bubrezna insuficijencija pogorSana je smanjivanjem
bubreznog Klotoa, dok je indukcija ekspresije Klotho gena imala zastini efekat od I / R povrede
[102]. Slicno tome, Oh i saradnici su pokazali da je kod bolesnika u ESRD Klotho deficit
povezan sa pojacanim oksidativnim stresom 1 inflamacijom [103]. Stoga, uzimaju¢i u obzir
¢injenicu da je razvoj kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata sa ESRD cest, Klotho protein bi

mogao da obezbedi zastitu kardiovaskularnog sistema [103].

2.3.4. FGF23 - KLOTHO ENDOKRINA OSOVINA

FGF23 se vezuje za kompleks aK/lotho-FGFR 1 posreduje u regulaciji fizioloSkih procesa bitnih
za odrzavanje homeostaze fosfata i kalcijuma, pre svega na nivou bubrega i paratireoidnih Zlezdi.
Shodno tome, poremecaj endokrine osovine FGF23 - Klotho ima presudnu ulogu u

patofiziologiji bubreznih i koStanih oboljenja.

FGF23 izlucuju osteociti kao odgovor na unos fosfata [104, 105]. Glavni ciljni organ za FGF23
su bubrezi, u kojima je dokazana visoka ekspresija Klotho [106, 107]. Vezivanje FGF23 na
kompleks Klotho 1 FGFR1c¢ (ili FGFR3c¢ ili FGFR4) dovodi do povecanog izlucivanja fosfata
urina u roku od nekoliko sati [10]. MiSevi kojima nedostaje FGF23 ili Klotho imaju
hiperfosfatemiju, Sto sugeriSe da je FGF23 - Klotho endokrina osovina neophodna za odrzavanje

homeostaze fosfata [108].

U bubrezima, FGF23 indukuje internalizaciju 1 razgradnju natrijum zavisnog transportera fosfata
2A (NaPT2a) i smanjuje njegovu ekspresiju. NaPT2a su lokalizovani na apikalnoj strani ¢elijske
membrane proksimalnih tubula, glavnog mesta reapsorpcije fosfata [109]. Gubitak NaPT2a

rezultira smanjenom reapsorpcijom fosfata u proksimalnim tubulima bubrega i poveéanim
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izlu€ivanjem fosfata mokré¢om [110, 111]. FGF23-indukovana fosfaturija klini¢ki se procenjuje

merenjem frakcione ekskrecije fosfata (FEP) [112].

FGF23 snizava nivo aktivnog vitamina D i PTH u serumu [110, 113, 114]. U proksimalnim
tubulima bubrega, FGF23 suzbija ekspresiju Cip27bl, koja kodira 1 a-hidroksilazu, enzima koji
pretvara 25-dihidroksivitamin D3 u aktivni vitamin D (1,25-dihidroksivitamin D3). Pored toga,
FGF23 povecava ekspresiju Cip24al, koja kodira 24-hidroksilazu, enzima koji pretvara 25-
dihidroksivitamin D3 u neaktivan vitamin D (24,25-dihidroksivitamin D3). Pretpostavlja se da
efekat FGF23 na ekspresiju Cip24al moZda nije direktan [115]. SpreCavanjem sinteze aktivnog
vitamina D 1 podsti¢u¢i stvaranje neaktivnog vitamina D, FGF23 sniZava nivo aktivnog vitamina

D u serumu.

povecanje
ekskrecije
fosfata

vitamin D NaPT2a —

Slika 6 | FGF23 — Klotho endokrinska osovina

(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [65])

Paratireoidna Zlezda je jedno od retkih tkiva gde je prisutna Klotho ekspresija, Sto sugeriSe da je
ciljni organ za FGF23. FGF23 suzbija ekspresiju i izlu¢ivanje PTH kada se aplikuje in vitro
¢elijama paratireoidnih Zlezdi ili aplikuje pacovima [113]. Medutim, eksperimentalni modeli kod
kojih je izazvano “brisanje” Klotho proteina u paratiroidnim Zlezdama, pokazuju da FGF23 ima
sposobnost da suzbija PTH, Sto sugeriSe da lokalna ekspresija membranskog Klotho nije
neophodna za ovaj efekat. U stvari, pored pokretanja FGF signalizacije na Klotho zavisan nacin,

FGF23 takode moze aktivirati signalni put zavisno od kalcineurina u odsustvu Klotho protein, za
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suzbijanje PTH [116]. Dakle, ova tri klju¢na hormona koji reguliSu metabolizam minerala
FGF23, vitamin D i PTH - medusobno su povezani putem negativnih povratnih sprega koje

deluju na odrzavanje homeostaze fosfata (Slika 6).

Sumirano, kao odgovor na unos neorganskog fosfata, osteociti izlu€uju FGF23. Mehanizmi
pomocu kojih osteociti detektuju fosfor nije potpuno jasan, ali moze ukljucivati senzitivnost na
Cestice kalciproteina u serumu (CPP) (nanocestice koje sadrze kalcijum i fosfat u ¢vrstoj fazi i
serumski protein fetuin A). Povecani nivo FGF23 dovodi do povecanja urinarne ekskrecije
fosfata, smanjivanjem natrijum zavisinih transportera fosfata, tip 2a (NaPT2a) u proksimalnim
tubulama i1 smanjujuéi ulazak kalcijuma u cirkulaciju snizavanjem nivoa paratireoidnog hormona
i aktivnog vitamin D u serumu. Poveéavanjem urinarne ekskrecije fosfata i suzbijanje ulaska
kalcijuma u krv, kao odgovor na unos fosfata, omoguc¢ava FGF23-Kloto endokrinoj osovini

odrZavanje homeostazu fosfata i potencijalno spreavanje stvaranje viska CPP.

2.3.5. REGULACIJA EKSPRESIJE FGF23 I KLOTHO

Mehanizam pomocu kojeg osteociti sintetiSu FGF23 kao odgovor na fosfat nije poznat. Jedna
mogucnost je da u osteocitima postoji ekspresija fosfor senzitivnog receptora koji, kada se
aktivira, indukuje sekreciju FGF23, analogno postojanju ekspresije receptora osetljivih na
kalcijum u paratiroidnim ¢elijama [117]. Medutim, nivoi FGF23 u serumu koreliraju ne samo sa
nivoom fosfata u serumu ve¢ i sa nivoom kalcijuma u serumu. Preciznije receno, u uslovima
hipokalciemije, porast nivoa fosfata u serumu ne dovodi do povecanja nivoa FGF23. Sli¢no
tome, nivoi FGF23 se ne povecavaju kao odgovor na povecanje nivoa kalcijuma u serumu u
uslovima hipofosfatemije, Sto ukazuje da su i1 kalcijum i fosfat potrebni za podsticanje sinteze

FGF23 u osteocitima [118, 119].

Pored fosfata, kalcijuma, PTH 1 aktivnog vitamina D, ekspresija FGF23 se takode povecava pod
uticajem aldosterona [120]. Lecenje miSeva aldosteronom rezultira pove¢anjem nivoa FGF23 u
serumu i kostima. Treba napomenuti da se tretiranjem osteoblastnih ¢elija in vitro aldosteronom

povecava ekspresiju FGF23 na NF-kB (nuklearni faktor xB) zavisan nacin. S obzirom da
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promotorski region FGF23 sadrZi element koji reaguje na NF-«B, aktiviranje NF-kB izazvano

aldosteronom moze biti odgovorno za porast ekspresije FGF23 kao odgovor na aldosteron [121].

Sli¢no tome, proinflamatorni citokini, kao §to su IL-1, IL-6, 1 faktor nekroze tumora, mogu
izazvati ekspresiju FGF23 putem aktivacije NF-kB signalnog puta zapaljenja [122].
Proinflamatorni citokini takode indukuju sekreciju hepcidina u jetri. Hepcidin je hormon koji
snizava vrednost cirkuliSuéeg gvozda, te izaziva funkcionalni nedostatak gvozda kada je njegova
koncentracija izrazito visoka. Za razliku od aldosterona, gvozde je negativan regulator nivoa
FGF23, a nedostatak gvozda povecava proizvodnju FGF23 nezavisno od upale, verovatno
povecanjem ekspresije i stabilnosti hipoksijom indukovanog faktora 1a (HIF1a), koji se veze za
elemente koji reaguju na hipoksiju u promotorskom region FGF23 i indukuje njegovu

transkripciju [123].

Nekoliko faktora koji reguliSu ekspresiju FGF23 takode moze kontrolisati ekspresiju Klotho.
Aktivni vitamin D moze direktno indukovati ekspresiju Klotho, poSto promotor Klotho, sli¢no
kao 1 FGF23, sadrzi viSe elemenata koji reaguju na vitamin D [124, 125]. Za razliku od dejstva
na FGF23, aldosteron smanjuje bubrezni nivo Klotho protein [126]. Vazokonstriktorni
angiotenzin Il ima isti supresivni efekat. Suprotno tome, primena blokatora receptora
angiotenzina II (AT1) i inhibitora angiotenzin-konvertuju¢eg enzima (ACE) povecava bubrezni
nivo Klotho proteina kod pacova, nezavisno od sposobnosti ovih blokatora renin-angiotenzin-
aldosteronskog sistema (RAAS) za snizavanje krvnog pritiska ili za smanjenje proteinurije. Ova

zapazanja sugeriSu da je RAAS negativni regulator K/otho proteina u bubrezima [127].

Pored RAAS-a, FGF23 je mocan negativni regulator Klotho ekspresije. Zapravo, Klotho je
najznacajnije smanjen transkript u analizi ekspresije gena u bubrezima iz transgenih miSeva koji
su prekomerno eksprimirali FGF23 [128]. Zbog toga, bilo koji faktor koji povecava ekspresiju
FGF23, ukljucujuéi povecani unos fosfata, aktivaciju NF-xB u upali i HIF1a aktivaciju, moZze
indirektno smanjiti ekspresiju Klotho in vivo. Smanjena ekspresije Klotho pomo¢u FGF23 moze
biti deo regulatornog sistema pri ¢emu nishodna regulaciji liganda indukuje smanjenje ekspresije

njegovog receptora.
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2.4 FOSFAT I STARENJE

MiSevi kojima nedostaje oKlotho ili FGF23 ne samo da imaju disbalans fosfata i
hiperfosfatemiju usled poremecaja izlu¢ivanja fosfata, ve¢ razvijaju slozene fenotipove koji su
karakteristi¢ni za prerano starenje, ukljucujuc¢i lo§ rast, atrofiju viSe organa (timus, koza),
vaskularne kalcifikacije, sarkopeniju, sréanu hipertrofiju i fibrozu, osteopeniju, emfizem pluca,
smetnje sluha, kognitivno oStec¢enje i1 skraceni zivotni vek [63, 129-134]. Nakon §to miSevi
po¢nu da dobijaju hranu sa manje fosfata vecina ovih simptoma prevremenog starenja je
ublaZena, jer se uspostavlja ravnoteza fosfata [135]. Treba napomenuti da miSevi kojima
nedostaje Klotho ili FGF23 takode imaju visoke nivoe aktivnog vitamina D u serumu, koji se

dodatno povecavaju dijetom sa malo fosfata [84, 135-137].

Ovi rezultati ukazuju na to da je disbalans fosfata, prvenstveno odgovoran za razvoj simptoma
sliénih starenju kod miSeva koji nemaju funkcionalni FGF23 ili Klotho. Kod ljudi je primeceno
zadrZavanje fosfata povezano sa niskom ekspresijom Klotho, visokim nivoom FGF23 u serumu i
simptomima prevremenog starenja kod bolesnika u krajnjem stadijumu bubrezne bolesti, a
ogranicenje fosfata moze biti efikasna terapija za poboljSanje simptoma povezanih sa starenjem.
Sli¢nost izmedu miSeva kojima nedostaje aK/otho i pacijenata sa HBI pokrenula je ideju da se
HBI moze posmatrati kao klinicki model prevremenog starenja, i da bilo koji Zivotinjski modeli
koji su povezani sa HBI ili starenjem mogu pruziti uvid u nove strategije leCenja bolesnika sa

HBI [138, 139].

2.4.1. CESTICE KALCIPROTEINA KAO POSREDNICI OSTECENJA IZAZVANOG
FOSFATIMA

Cestice kalciproteina su nano&estice koje sadrze kalcijum fosfat u &vrstoj fazi i serumski protein
fetuin A, a disperguju kao koloidi u cirkulaciji [140, 141]. Posto je krv prezasi¢ena u smislu jona
kalcijuma 1 fosfata, ¢ak i neznatno, prolazno povecanje koncentracije kalcijuma i / ili fosfata
moze pokrenuti precipitaciju kalcijum-fosfata. Prolazno povecanje nivoa fosfata u serumu, ali ne
1 kalcijuma, dogada se nakon svakog obroka (postprandijalna hiperfosfatemija) §to moZze izazvati

talozenje kalcijum-fosfata [142]. Medutim, adsorpcija fetuina A, koji moze da veze velike
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koli¢ine precipitata kalcijum-fosfata (CaP), sprecava da precipitati kalcijum-fosfata prerastu u
velike kristale [141]. Nivo CPP u krvi prolazno se povecava postprandijalno i smatra se da ove
nanocestice deluju kao odbrambeni mehanizam koji sprecava rast kristala kalcijum-fosfata u

vancelijskom prostoru [143].

Medutim, CPP nije nuZno bezopasan. Nanokristali kalcijum-fosfata i CPP mogu aktivirati
makrofage i mogu delovati kao patogeni stimulansi koji pokre¢u imune odgovore [144]. Pored
toga, povecanje koncentracije fosfata u medijumu celijske kulture indukuje apoptozu kultivisanih
vaskularnih endotelnih ¢elija i kalcifikaciju glatko miSiénih Celija in vitro [145-148]. Zanimljivo
je da se ova ,,toksicnost fosfata® ne primecuje u prisustvu inhibitora koji sprecavaju taloZenje
kalcijum-fosfata, §to sugeriSe da fosfat sam po sebi nije patogen, ve¢ kalcijum-fosfat ili CPP

[149].

Pored prisustva CPP u krvi, moguée je da se iste Cestice formiraju i u bubreznoj tubularnoj
teCnosti, jer FGF23 suzbija reapsorpciju fosfata, ali ne i te¢nost, §to verovatno dovodi do
povecanja koncentracije fosfata u tecnosti proksimalnih tubula. Studije na pacovima koji su
dobijali hranu sa vise fosfata, te nakon toga bili podvrgnuti subtotalnoj nefrektomiji pokazuju da
su koncentracije fosfata znac¢ajno vece u tecnosti proksimalnih tubula nego u krvi. U tubularnoj
teCnosti koncentracija fosfata prelazi nivo na kome se obi¢no kalcijum-fosfat talozi. Kako
nanokristali kalcijum-fosfata mogu prouzrokovati oSteéenje bubreznog epitela indukujuéi
oksidativni stres, promene koje prate progresiju HBI bar delimi¢no mogu biti posledica oste¢enja

uzrokovanog kalcijum-fosfatom ili CPP [150].

Jo$ uvek nema egzaktnih dokaza koji potvrduju da su precipitati kalcijum-fosfata prisutni u
proksimalnom tubulu i da doprinose gubitku nefrona ili starenju bubrega. Medutim, koloidi
disperguju nerastvorljive materije i koriste se za transport tih materijala izmedu organa kroz
krvotok. Ako se pogresno taloze na arterijama, uz imunoloska oStecenja, precipitati kalcijum-
fosfata mogu potencijalno izazvati arteriosklerozu (odnosno vaskularnu kalcifikaciju i smanjenje

elasti¢nosti krvnih sudova) i hroni¢nu neinfektivnu inflamaciju.
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Slika 7 | CPP-posredovana infalmacija i vaskularna oste¢enja
(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [151])

Klinicke studije su identifikovale nekoliko parametara koji su u korelaciji sa pove¢anim nivoom
CPP u krvi, ukljucujuéi starost, povisen nivo serumskog fosfata i smanjenje jacine glomerulske
filtracije [152-154]. Pored toga, nivoi CPP u serumu pozitivno koreliraju sa parametrima
vaskularnih kalcifikacija, krutosti arterija 1 inflamacijom [153, 155, 156]. Treba napomenuti da
dijeta bogata fosfatima indukuje endotelnu disfunkciju koja je povezana sa povecanjem nivoa
fosfata u serumu [142]. Cinjenica da nanokristali kalcijum-fosfata i CPP mogu izazvati oste¢enje
vaskularnih endotelnih ¢elija, kalcifikaciju glatko miSiénih ¢elija i imunoloske reakcije in vitro,
povecava moguénost da nivoi CPP u plazmi i / ili u serumu mogu biti uzrocno povezani sa
arteriosklerozom 1 inflamacijom in vivo. Ono §to je posebno vazno, hroni¢na neinfektivna
inflamacija je moguci mehanizam koji stoji u procesu starenja, te na taj nacin, CPP moze izazvati
inflamaciju, $to zapravo moze biti veza izmedu fosfata i simptoma povezanih sa starenjem,

odnosno progresijom hroni¢ne bubrezne slabosti (Slika 7) [157, 158].

Nedavno su objavljeni interesantni podaci vezani za toksi¢nost fosfata. Sastav ljudskog tela
podse¢a na morsku vodu. U stvari, devet od deset najzastupljenijih elemenata u ljudskom telu
prisutno je u morskoj vodi, izuzetak je fosfor, Sto implicira da je ovaj element steCen u nekom

trenutku tokom evolucije [159]. Ova promena dogodila se pre oko 400 miliona godina, kada se
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tzv. koStana riba (Osteichthyes) razvijala, 1 krenulo nakupljnje fosfora u kostima u obliku
kalcijum-fosfata [159, 160]. Do tada su zivotinjski skeleti bili sastavljeni od kalcijum karbonata
ili hrskavice. Kosti kalcijum-fosfata, posebno hidroksiapatit, su ¢vrs¢e i1 jace od hrskavice, i
smatra se da su preduslov za evoluciju kopnenih ki¢menjaka, jer je skelet morao da podrze telo
na kopnu. Medutim, evolucija kostiju morala je biti pradena razvojem mehanizama za
sprecavanje ,toksi¢nosti fosfata”, koja je rezultat rasta kristala kalcijum-fosfata u
ekstraskeletnim tkivima. Formiranje Cestica kalciproteina moze se posmatrati kao jedan od ovih
mehanizama. Klotho gen postoji samo kod zivotinja ¢ije su kosti sacinjene od kalcijum-fosfata,
Sto sugeriSe da je 1 endokrina osa Klotho-FGF23 evoluirala da sprei toksicnost fosfata
odrzavanjem stroge homeostaze fosfata [160]. Ocekuje se da ¢e dalja istrazivanja mieralno-
kostanog metabolizma identifikovati nove terapeutske ciljeve za starenje ljudi i bolesti povezane

sa starenjem, kao $to je HBI.

Smanjenje broja nefrona (nastalo kao rezultat starenja ili HBI) uz odsustvo smanjenja unosa
fosfata ishranom, indukuje povecanje FGF23 za odrzavanje homeostaze fosfata, povecanjem
izlu¢ivanja fosfata po nefronu. OStecenje tubula i intersticijska fibroza nastaju kada izluCivanje
fosfata po nefronu prelazi ~ 1,0 ug / dan, $to dodatno smanjuje broj nefrona [161]. Ova spirala
propadanja nefrona moze se ocekivati kada se broj nefrona smanjii za ~ 50%. Pretpostavljajuci
da zdrave odrasle osobe izlu¢uju ~ 1 g / dan fosfata urinom i imaju ~ 1 milion nefrona po
bubregu, smanjenje nefrona za oko 50% ¢e se verovatno pojaviti kod pacijenata sa ranim
stadijumom HBI, jer je smanjenje za 50% prisutno 1 kod starijih osoba kao posledica prirodnog
starenja [162]. Tako unilateralna nefrektomija kod zdravih davalaca bubrega takode rezultira
smanjenjem broja nefrona za 50%, ovaj gubitak moZda nije ekvivalentan gubitku nefrona od
50% koji nastaje starenjem ili zbog HBI. Nakon unilateralne nefrektomije kod zdravih davalaca
bubrega, nivo FGF23 raste i JGF opada, ali obe varijable su delimi¢no oporavljaju nakon
odredenog vremena [163, 164]. Suprotno ovome, poboljSanje JGF obi¢no se ne ocekuje kod
starijih osoba ili pacijenata sa HBI, verovatno zato $to, za razliku od donora bubrega, imaju
ograni¢en kapacitet bubrezne rezerve ili imaju primarno oboljenje koje izaziva oStecenje
bubrega. Stoga, porast nivoa FGF23 treba da bude upozorenje za viSak fosfata u odnosu na
preostali broj nefrona i trebalo bi da potakne razmatranje ogranicenja fosfata u ishrani ili

zapocinjanje lecenja vezac¢ima fosfata kod normofosfatemicnih bolesnika sa HBI.
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Terapija veZzbanjem za spreCavanje gubitka koStane mase takode se moze smatrati oblikom
,restrikcije fosfata®, jer moze smanjiti koli¢inu ekskretovanih fosfata, skladiStenjem u kostima iz
sistemske cirkulacije. Klinicka studija iz 2018. godine pokazala je da je sedentarni nacin zivota
(sede¢i, naslonjeni ili leze¢i polozaji) duze od 6-8 h / dan povezano sa povecanim rizikom od
smrtnosti, kako od opSteg tako 1 od kardiovaskularnog mortaliteta [165]. Medutim, ostaje da se
utvrdi da li je sedentarni nacin Zivota povezan sa visokim nivoom FGF23 u serumu i / ili
gubitkom kostiju. Cilj tretmana obolelih od HBI je kombinovanje terapije lekovima, dijeta i
moguce vezbanja radi postizanja restrikcije fosfata, ne u smislu ublazavanje vaskularnih
kalcifikacija ve¢ smanjenje izluCivanja fosfata po nefronu, ¢ime se spreCavaju oStecenja
bubreznih tubula i fibroza, te ouvanje preostalih nefrona. Ova nova paradigma restrikcije fosfata
dovodi u pitanje postojece pristupe koji imaju za cilj da smanje nivo serumskog fosfata u
bolesnika sa hiperfosfatemijom kako bi se sprecila vaskularna kalcifikacija i eventualni

kardiovaskularni dogadaji.
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2.5. KLOTHO NEDOSTATAK I RIZIK ZA KARDIOVASKULARNE BOLESTI

Prvo istrazivanje o nivou Klotho proteina i kardiovaskularnih bolesti (KVB) obavljeno je 2011.
godine od strane Semba i saradnika [166]. Analizirani su faktori rizika za kardiovaskularne
dogadaje kao Sto su: starost, pol, ukupni holesterol, HDL holesterol, sistolni krvni pritisak i
dijabetes. Zanimljivo je da je rizik od KVB bio nizi u ispitanika sa vi§im nivoom Klotho [166].
Sli¢ni rezultati su dobijeni u istraZivanju povezanosti izmedu plazmatskog Klotho i KVB kod
zdravih volontera bez poznatih faktora rizika za kardiovaskularne dogadaje [167]. Istrazivani su
rani prediktori ateroskleroze, kao Sto su debljina intime-medije karotidne arterije, debljina
epikardnog masnog tkiva 1 test dilatacije posredovane protokom (od engl. Flow-mediated
dilatation - klinicki test za procenu funkcije vaskularnog endotela na nivou brahijalnih arterija).

Pokazano je da nizi nivo Klotho proteina treba smatrati ranim prediktorom ateroskleroze [167].

Analiziraju¢i do sada objavljene studije, koje se fokusiraju na ulogu Klotho proteina u razvoju
kardiovaskularnih bolesti, pokusalo se Sematski prikazati verovatni etiopatogenetski mehanizmi

po kojem je Klotho protein ukljucen u patogenezu kardiovaskularne bolesti (Slika 8).

a) Lokalni nedostatak Klotho vaskularnog porekla dovodi do kalcifikacije krvnih sudova.
Povezan je sa rezistencijom FGFR / FGF23, §to zauzvrat inhibira antikalcifikacione efekte
FGF23. Smanjena ekspresija Klotho proteina u zidu krvnog suda smanjuje proizvodnju NO i
povecava stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika (RVK). Stoga, neravnoteza Klotho i FGF23 dovodi
do oksidativnog stresa i endotelne disfunkcije.

b) Smanjenje Klotho proteina moze promovisati prooksidativno, proinflamatorno, proapoptotsko
delovanje i1 ostecenje kardiomiocita uz povecanje rizika za KVB. Kao posledica toga, mogu se
primetiti sr¢ana disfunkcija 1 kardiomiopatija.

c) Klotho deficit 1 polimorfizmi Klotho gena su faktori rizika za kardiovaskularne bolesti 1
koreliraju sa razvojem ateroskleroze, bolesti koronarnih arterija, infarktom miokarda i

hipertrofijom leve komore (HLK).
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Slika 8 | Klotho protein i kardiovaskularne bolesti
(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [83])

d) Pojava srCane hipertrofije 1 remodeliranje u stanju Klotho nedostatka povezana je sa
oksidativnim stresom. To je uzrokovano aktiviranjem p38 i ERK1/2 signalnih puteva, kao 1
prekomernom ekspresijom TRPC6 kanala u srcu. Tretman egzogenim Klotho proteinom moze
pruziti zastitu od fibroze.

e) Klotho doprinosi ublazavanju srcane disfunkcije 1 patoloSkih promena u toksi¢nim i
ishemi¢nim promenama na srcu. LecCenje Klotho-om ublaZava inflamaciju, smanjuje RVK,
apoptozu, disfunkciju mitohondrija, fibrozu i hipertrofiju. Klotho moze izazvati obnavljanje
srcane funkcije i na taj nacin se moze sagledavati kao potencijalni terapeutski faktor promena na

kardiovaskularnom sistemu.
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2.6. KLOTHO PROTEIN I HIPERTROFIJA LEVE KOMORE

Sréana hipertrofija i remodelovanje se javljaju kao odgovor na razne patogene stimuluse, kao Sto
su hroni¢no opterecenje pritiskom, hroni¢no optere¢enje volumenom ili infarkt miokarda, a u
skorije vreme je pokazano da i oksidativni stres rezultira apoptozom kardiomiocita 1 stoga je

uklju€en u remodelovanje leve komore [168, 169].
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Slika 9 | Kardioprotektivni efekti Klotho proteina
(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [170])
Proucavanjem zivotinjskih modela otkriveno je da miSevi kojima nedostaje Klotho razvijaju
izrazene patoloSke promene, u vidu remodelovanje i hipertrofije srca i nakon prekomerne
stimulacije izoproterenolom (ISO) [170]. Zabelezena je povecana ekspresija kalcijumskih
katjonskih TRPC6 kanala (od engl. tramsient receptor potential canonical 6) na povrsni
kardiomiocita [170-173]. U fizioloskim uslovima njihova aktivnost je mala, dok stresni faktori
uzrokuju porast, uz poremecaj kalcijum zavisne signalizacije u kardiomiocitima. U uslovima
stresa dolazi do prekomerne ekspresije TRPC6 gena, preko kalcineurina 1 nuklearnog faktora
aktivacije T celija, 1 povecane sinteze TRPC6 kanala, Sto pogoduje hipertrofiji. Fosfatidil —
inozitol 3 kinaza, stimuliSe egzocitozu TRPC6 kanala. CirkuliSu¢i Klotho preko receptora za
insulinu sli¢an faktor rasta blokira fosfatidil — inozitol 3 kinazu i smanjuje egzocitozu TRPC6

kanala, 1 na taj na¢in smanjuje razvoj hipertrofije leve komore [170-172]. Pokazano je da su
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promene miokarda, izazvane ISO, smanjene kod transgenih miSeva koji prekomerno
eksprimiraju Klotho. Ovi novi nalazi pruzaju ubedljive dokaze da Klotho smanjuje TRPC6

kanale i tako sprecava patoloske promene na srcu.

Klotho kardioprotektivni mehanizam se zasniva 1 na njegovom antioksidativnom delovanju. lang
1 saradnici su testirali uticaj indoksil sulfata (IS) uremijskog toksina na hipertrofiju leve komore
u korelaciji sa Klotho proteinom [174]. Poznato je da IS ima prooksidativni i prohipertrofi¢ni
uticaj, a njegov serumski nivo je poviSen kod bolesnika sa HBI [174, 175]. Otkriveno je da su
snizen nivo Klotho protein 1 poviSeni nivoi IS bili povezani sa pove¢anom masom leve komore
kod bolesnika sa bubreznom insuficijencijom [174]. Istraziva¢i su kreirali animalni model
hipertrofije leve komore kod hroni¢ne bubrezne insuficijencije kod miSeva, a zatim ih tretirali
egzogenim Klotho proteinom. Egzogena primena Klotho rezultirala je ublazavanjem hipertrofije
leve komore. Tretiranje neonatalnih kardiomiocita pacova Klotho proteinom rezultiralo je
smanjenjem RVK nastalih delovanjem indoksil sulfata. Istrazivanje je takode otkrilo da
prekomerna sinteza RVK 1 sr¢ana hipertrofija nastaju aktiviranjem p38 i ERK 1/2 signlnog puta
(od engl. extracellular signal-regulated kinase 1/2). Egzogena administracija Klotho proteina
dovodi do ublazavanja hipertrofije leve komore inhibiranjem p38 i ERK 1/2 signalnog puta, 1

smanjenom sintezom reaktivnih vrsta kiseonika [174].

Ispitivana je povezanost izmedu nivoa Klotho proteina, klasi¢nih faktora rizika i
kardiovaskularnih bolesti u grupi od 168 starijih osoba koji su u licnoj anamnezi imali infarkt
miokarda, mozdani udar i bolesti koronarnih arterija, i pokazana je ve¢a koncentracija nivoa
Klotho proteina kod pacijenata sa ranijim infarktom miokarda [176]. Ovo ide u prilog hipotezi o
postojanju kompenzatornog mehanizma Klotho proteina za spreCavanje razvoja patoloske
hipertrofije srca nakon prethodnih oSte¢enja [176]. Zanimljivo je da kompenzatorna proizvodnja
Klotho proteina nije postojala kod bolesnika sa hroni¢nom bubreznom insuficijencijom jer kod
ovih bolesnika postoji primarno smanjena ekspresije bubreznog Klotho proteina. Prvi izvestaj o
smanjenim nivoima Klotho proteina u serumu i urinu kod bolesnika sa HBI sprovedeno je 2011.
godine od strane Hu i saradnika [177]. Trenutno postoji dosta dokaza koji ukazuju na nedostatak
Klotho proteina bubreznog porekla kod HBI, kako kod ljudi 1 tako i1 na zivotinjskim modelima
[178, 179].
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2.7.1. PRIMARNI POREMECAJI FGF23 —- KLOTHO ENDOKRINE OSOVINE

Primarni viSak serumskog FGF23 je primecen kod osoba sa naslednim sindromom ,,troSenja“
fosfata, ukljucuju¢i autozomno dominantni hipofosfatemijski rahitis (ADHR), X povezanu
hipofosfatemiju (XLH) 1 autozomno recesivni hipofosfatemijski rahitis (ARHR) [180-182]. Ovi
pacijenti imaju izrazito visoke nivoe FGF23 u serumu koji su povezani sa hipofosfatemijom i
niskim nivoima aktivnog vitamina D u serumu, $to dovodi do neadekvatne mineralizacije kostiju
(odnosno rahitisa ili osteomalacije) i dovodi do bolova u kostima ili deformacije donjih

ekstremiteta.

ADHR je uzrokovan mutacijama u FGF23 koje ¢ine protein FGF23 otporan na proteoliticko
delovanje, Sto rezultira visokim nivoom intaktnog FGF23 u serumu [180]. Pacijenti sa XLH nose
mutaciju koja rezultira pojacanom ekspresijom FGF23, onemogucena je proteoliticka razgradnja
FGF23, ali mehanizam je nepoznat [183]. Pacijenti sa ARHR nose mutacije u genu koji kodira
fosfoprotein 1 kiselog dentin matriksa, protein koStane matrice koji se specifi¢no eksprimira u
osteocitima [105]. Konacéno, sporadi¢ni primarni viSak serumskog FGF23 se takode primecuje
kod pacijenata sa tumorom koji izaziva osteomalaciju, koji stvaraju FGF23 i razviju simptome

sli¢éne onima koji su opaZeni kod pacijenata sa naslednim sindromom ,,troSenja* fosfata [111].

Primarni deficit serumskog FGF23 primecen je kod pacijenata sa porodi¢cnom tumorskom
kalcinozom (FTC) [183, 184]. Mutacije dovode do povecane razgradnje FGF23, §to dovodi do
niskog nivoa FGF23 u serumu, koje dovode do ektopicih kalcifikacija koje su povezane sa

visokim nivoom fosfata 1 aktivnim vitaminom D.

Do danas su opisane mutacije u/ili blizu gena Klotho kod dva pacijenta. Jedan od ovih pacijenata
imao je homozigotnu mutaciju (H193R) u Klotho genu, koja je dovela do gubitka funkcije
proteina, jer je pacijent razvio simptome koji podse¢aju na FTC [185]. Mutacija kod drugog
pacijenta bila je translokacija sa tackom prekida blizu Klotho gena, a ovaj pacijent je imao
hipofosfatemiju koja je bila povezana sa visokim serumskim nivoima FGF23 i PTH [186]. Ovaj
pacijent je imao visoke nivoe rastvorljivog aKlotho u serumu. Interesantno je da misevi kod

kojih je dokazana ekspresija rastvorljivog aKlotho iz adenovirusnog vektora takode razvijaju
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hipofosfatemiju koja je povezana sa visokim nivoima FGF23, iako mehanizam kojim rastvorljivi

Klotho povecava nivo FGF23 ostaje da se utvrdi [187].

2.7.2. MINERALNO-KOSTANI METABOLIZAM I PROGRESIJA BUBREZNE
SLABOSTI

Sekundarni viSak serumskog FGF23 je primecen kod svih bolesnika sa hronicnom bubreznom
bolescu [129]. Bez obzira na uzrok oSte¢enja bubrega, broj funkcionalnih nefrona se smanjuje
kako napreduje HBI. Kako se broj nefrona takode smanjuje i kao posledica prirodnog starenja,

HBI se moze posmatrati kao faktor koji znacajno ubrzava starenje bubrega [188, 189].

s FGF23 allm P

: . Vitamin D
Broj nefrona

Stadijumi HBI 1] 2 3 4 5

Slika 10 | Parametri mineralno-koStanog metabolizma i progresije HBI
(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [151])

Ako se ne smanji unos fosfata, smanjenje broja nefrona koje je rezultat starenja ili HBI zahteva
povecanje izluCivanja fosfata po nefronu kako bi se odrzao balans fosfata. Ovo povecano
izlu€ivanje fosfata postiZe se porastom ekspresije FGF23, §to rezultira pove¢anjem nivoa FGF23
u serumu sa progresijom HBI [53, 190]. Povecanje FGF23 snizava nivo aktivnog vitamina D u
serumu, nakon ¢ega sledi porast nivoa PTH. Ove promene koje su primeéene sa progresijom HBI
stvaraju profil hormona koji je karakteristican za CKD — MBD (Slika 10) [129]. Visoki nivo
PTH dodatno povec¢ava nivo FGF23, §to rezultira daljim padom nivoa aktivnog vitamina D, a

visok nivo FGF23 i snizen nivo aktivnog vitamina D suzbijaju ekspresiju Klotho proteina. Ovo
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smanjenje Klotho ekspresije moZe izazvati otpornost na FGF23 smanjuju¢i njegovu aktivaciju
FGFR-zavisne unutarCelijske signalizacije. Smanjeni odgovor na FGF23 u bubrezima
potencijalno pojacava i/ ili produzava postprandijalno povecanje nivoa fosfata u krvi, $to dovodi
do povratne petlje koja pogorSava CKD — MBD. Na kraju, HBI napreduje do tacke u kojoj broj
funkcionalnih nefrona viSe nije dovoljan da izlu¢i uneseni fosfat, §to rezultira postojanom

hiperfosfatemijom (Slika 11).

_ BUBREG

lVitamin D s
L

PARATIREOIDNE
ZLEZDE

Slika 11 | Spirala pogorSanja Klotho ekspresije

(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [65])

PTH takode ima fosfaturicnu aktivnost. Medutim, Cinjenica da porast FGF23 prethodi porastu
PTH tokom progresije HBI ukazuje da je FGF23, a ne PTH, prvenstveno odgovoran za
odrzavanje homeostaze fosfata, barem u ranim fazama HBI. Ovaj pojam potkrepljuju nalazi
studije u kojoj je pacovima ubrizgavan antiserum napravljen od antitela glomerulske bazalne
membrane da bi se dobio model progresije HBI [191]. Pacovi koji su imali visok nivo FGF23,
nizak nivo vitamina D i visok nivo PTH, ali jo§ uvek nisu imali hiperfosfatemiju, tretirani su
neutraliSu¢im FGF23 antitelima, $to je dovelo do brzog (u roku od 24 sata) porasta serumske
koncentracije fosfata i aktivnog vitamina D i smanjenja frakcione ekskrecije fosfata. Medutim,
nivoi PTH 1 kalcijuma u serumu su ostali nepromenjeni, a tek 48 sati nakon tretmana antitelom
doSlo je do smanjenja serumskog nivoa PTH i porasta koncentracije kalcijuma. Ovi nalazi
pokazuju da je FGF23, a ne PTH, prvenstveno odgovoran za odrZavanje nivoa fosfata u serumu

unutar fizioloSkog raspona i da je porast nivoa PTH nastao kao odgovor na niske nivoe aktivnog
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vitamina D 1 kalcijuma u serumu. Fosfaturicna aktivnost FGF23 proizilazi iz njegove
sposobnosti da povecava izlucivanje fosfata po nefronu smanjenjem reapsorpcije fosfata u
proksimalnim tubulima, pri ¢emu pojacano izlu¢ivanje fosfata izaziva oStec¢enje bubreznih tubula
[192, 193]. Studija iz 1980. koristila je model delimi¢ne nefrektomije pacova da bi pokazala
korelaciju izmedu stepena oStecenja tubula u preostalom bubregu i izlu¢ivanja fosfata po nefronu
kada izlu¢ivanje fosfata premasi ~ 1,0 pug / dan (fizioloski nivo fosfatne ekskrecije je ~ 0,5 pg /
dan) [193]. lako FGF23 nije otkriven u vreme ove studije, nivo FGF23 u serumu verovatno bi
mogao posluziti kao surogat za izluCivanje fosfata po nefronu i tako bi bio u korelaciji sa

stepenom oStecenja bubrega.

Bubrezi su glavni izvor Klotho proteina, stoga je hroni¢na bubrezna insuficijencija stanje Klotho
deficita [177]. Bolesnici sa bubreznom boles¢u pokazuju smanjenu Klotho ekspresiju ve¢ u
ranima stadijumuma HBI [108]. Deficit Klotho proteina je jedan od prvih mineralno koStanih
poremecaja koji se javljaju kod bolesnika sa HBI. Kako bolest napreduje, koncentracija Klotho
proteina dalje opada, uzrokujuci otpornost FGF23, a samim tim dolazi do pove¢anja serumske
koncentracije FGF23 1 paratireoidnog hormona, odnosno smanjenja serumske koncentracije
kalcitriola [108]. Mnoge od ovih promena cine bolesnike sa HBI podloznim za razvoj
vaskularnih kalcifikacija. Sve viSe dokaza upucuju na to da nedostatak Klotho proteina moze

doprineti nastanku vaskularnih kalcifikacijia [177].

Vaskularne kacifikacije nastaju kao posledica strukturno-funkcionalnih promena u zidu krvnog
suda. Kod bolesnika sa HBI se razlikuje od promena na krvnim sudovima u opstoj populaciji.
Kod bolesnika sa ocuvanom bubreznom funkcijom promene se deSavaju u intimi
aterosklerotskih plakova, dok kod pacijenata sa HBI promene nastaju u tuniki mediji [194, 195].
Zahvataju endotelne i1 vaskularne glatko-miSi¢ne ¢elije koje su stimulisane inflamacijom niskog
stepena. Pomenute promene se deSavaju u medijalnom sloju zida krvnog suda, ali u predelu
endotelnih Celija [196, 197]. Do nedavno se smatralo da su vaskularne kalcifikacije posledica
pasivnog talozenja kalcijumovih soli, medutim sada se zna da se radi o slozenom procesu.
Proinflamatorni medijatori (angiotenzin II, metaloproteinaze, TNFa, RVK) pokre¢u infamaciju
niskog stepena i dovode do promena na glatko-misiénim 1 endotelnim ¢elijama. Endotelne ¢elije

se podvrgavaju apoptozi i starenju. Vaskularne glatko-miSi¢ne ¢elije se razmnozavaju i migriraju
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u subendotelni prostor, povecéava se sinteza kolagena i ekstracelijskog matrikasa. Naredni
metabolicki stres dovodi do ponovne apoptoze, nastavka procesa starenja i degradacije
elastinskih vlakana. Glatko-miSi¢ne celije prolaze fenotipsku diferencijaciju u celije koje

podsecaju na osteoblaste koje su ukljucene u procesu vaskularnih kalcifikacija.
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2.8. POLIMORFIZAM KLOTHO GENA

Klotho gen nalazi se na 13q hromozomu ljudskog genoma, obuhvata priblizno 50 kbp, sastoji se
od promotorskog regiona, pet egzona i Cetiri introna, i odgovoran je za sintezu membranskog 1

izlucenog Klotho protein [74].
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Slika 12 | Lokacija Klotho gena homanog genotipa

(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [198])

Identifikovan je prvi put 1997. godine, od strane Kuro-a i saradnika. Klotho gen visoko korelira
sa supresijom nekoliko fenotipova starenja. Ime gena / proteina dolazi iz grcke mitologije —
Cloto, jedne od tri boginje sudbine, koja je bila odgovorna za nit zivota, ona prede 1 vrti nit
zivota [63, 82]. Studije su pokazale da ubacivanje transgena dovodi do sindroma nalik starenju
kod miseva sa Klotho®- K1) nedostatkom [106]. Ubatena mutacija smestena u 5' boénom regionu
rezultira brisanjem 8 kbp, 6 kbp ushodno od start mesta za transkripciju. Zbog toga, kodirajuca
sekvenca Klotho gena nije poromenjena, ve¢ dolazi samo do promene u ekspresiji gena.
Poremecaj ekspresije Klotho gena kod miSeva pracen je kra¢im Zivotnim vekom, neplodnoséu,
aterosklerozom, osteoporozom, promenama na kozi i ektopi¢nim kalcifikacijama [74, 106]. U

uzrastu od 3 do 4 nedelje, zivotinjski modeli pokazuju zaostajanje u rastu i obicno umiru u
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periodu od 8-9 nedelja [106]. Ekspresija Klotho gena primecuje se uglavnom u bubrezima i
mozgu, kao i u hipofizi, placenti, skeletnim misi¢ima, mokraénoj beSici, aorti, pankreasu,

testisima, jajnicima, debelom crevu i stitnoj zlezdi [74, 106, 199].

Membranski SS ™
Klotho protein

KLOTHO

GEN Exon 1

l Stop

Solubilni SS
Klotho protein

Slika 13 | Struktura Klotho gena

(preuzeto i adeptirano na osnovu reference [65])

Zamene jednog nukleotida u molekulu DNK su tackaste mutacije prisutne u genima i oznac¢avaju
se kao SNP (od engl. single nucleotide polymorphism). Inace, SNP imaju ucestalost vecu od 1%
u opStoj populaciji 1 mogu biti prisutni u kodirajuéim sekvencama gena, nekodirajué¢im
regionima, ali 1 u regionima medu genima (engl. inter-genic region) [200]. Do sada je otkriveno
viSe do 10 SNP u humanom Klotho genu. KarakteriSe ih veliki stepen plejotropnosti i povezanost
sa bubreznim bolestima, bolestima koronarnih arterija, mozdanim udarom i smanjenom gustinom

kostiju [201].

KL-VS alel Klotho gen, je uobiCajeni haplotip u opstoj populaciji. Definisan je prisustvom 6
SNP u egzonu 2. Tri mutacije Klotho gena u egzonu 2 ukljucuju dve supstitucije aminokiselina
(F352V, C370S) 1 jednu tihu mutaciju (K385K). KL-VS nosioci imaju promene u metabolizmu i

aktivnosti Klotho proteina, na nivou fenotipa postoji povezanost sa starenjem i skracenim
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zivotnim vekom kod homozigotnih nosioca [202-206]. Takode utice na inteligenciju i kognitivne
funkcije kod coveka [203, 204]. KL-VS moze biti marker povecanog rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti, obzirom da studije naglasavaju vaznost ovog polimorfizma za rano
javljanje bolesti koronarnih arterija [206, 207]. Takode, KL-VS je povezan sa povecanim
nivoom lipoproteina visoke gustine, sistolnim krvnim pritiskom i povecanim rizikom od
mozdanog udara. Ovo podrzava hipotezu povezanosti Klotho sa aterosklerozom [206, 207].
Drugi reprezentativni SNP u 4. intronu (rs650439), takode se dovodi u vezu sa aterosklerozom

kod hipertenzivnih pacijenata [208].

Poslednjih godna otkrivene su nove varijacije u genu za Klotho protein, kao $to su SNP G395A
koji se nalaze u promotoru i C1818T u 4. egzonu. Njihov potencijalni znacaj ogleda se u
¢injenici da je veliki broj studija pokazao njihovu povezanost sa kardiovaskularnim oboljenjima.
Takode je pokazana njihova veza sa poremecajima mineralno-kostanog metabolizma, odnosno
povezanost sa hiperkalcemijom, hipofosfatemijom, fosfaturijom i niskom gustinom kostiju [204,
209, 210]. Polimorfizam G-395A (rs1207568) u promoterskom regionu Klotho gena dovodi se u
vezu sa kardiovaskularnim poremecajima, pogotovo kod bolesnika sa HBI. GG predstavlja divlji
tip genotipa, dok GA 1 AA predstavljaju mutantne genotipove. A je mutantni alel za
polimorfizam G-395A [211]. Utvrdeno je da G395A polimorfizam moZze biti nezavisan faktor
rizika za razvoj bolesti koronarnih arterija [210]. Interesantno je da se ¢eS¢e prisustvo A alela
G395A nije pojavilo kod pacijenata sa vazospasticnom anginom, §to ukazuje da polimorfizam
moze biti povezan sa aterosklerozom [210]. Sli¢no tome, u korejskoj studiji koja je pratila zdrave
Zene postojala je povezanost izmedu varijacija Klotho gena 1 kardiovaskularnih faktora rizika
[212]. Analiza je pokazala veci prosecni sistolni krvni pritisak kod G395A nosilaca i visi nivou
glukoze u plazmi kod CI818T, Sto predstavlja povecanu opasnost od kardiovaskularnih
komplikacija [212]. Istrazivanje Elghorouri i saradnika (2018) dokazalo je vezu izmedu
polimorfizma G395A 1 kardiovaskularnih komplikacija [213]. Poznato je da krajnji stadijum
bubrezne bolesti (ESRD) cesto dovodi do promena na srcu. Ispitivana grupa obuhvatala je
pedijatrijske pacijente sa hroni¢nom bubreznom bolescu, kod koje su pracene kardiovaskularne
komplikacije: hipertrofija leve komore 1 kardiomiopatija. Rezultati su pokazali vecu ucestalost A

alela G395A kod pacijenata sa ESRD 1 hipertrofijom leve komore. U suStini, ovi nalazi su
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potvrdili povezanost G395A polimorfizma sa kardiovaskularnim komplikacijama kod bolesnika

u ESRD [213].

Predstavljeni podaci pokazali su vaznost polimorfizama Klotho gena i pojave ateroskleroze,
bolesti koronarnih arterija ili hipertrofije leve komore. Stoga bi se alel A mogao smatrati

faktorom rizika za kardiovaskularne dogadaje.

Postoji vrliki btoj studija koji ukazuju na antioksidativno i1 antiapoptotsko delovanje Klotho
proteina. Takode, utvrdeno je da Klotho ima vaznu ulogu u prevenciji kardiovaskularnih bolesti,
posebno u ocuvanju integriteta sr¢anog i vaskularnog tkiva. Klotho je uklju¢en u mehanizme
odbrane od hipertrofije srca i remodelovanja, kao i vaskularnih kalcifikacija 1 aterogeneze.
Mnoge studije su pokazale da deficit Klotho proteina ili polimorfizam Klotho gena mogu biti
faktori rizika za najzastupljenije kardiovaskularne bolesti. Zbog toga regulacija FGF23/Klotho
osovine i njihova ekspresija u kardiomiocitima mogu biti od sustinskog znacaja za Celijski
metabolizam, pravilno funkcionisanje srca i zastitu od nekih poremecaja. Na kraju, Cini se
verovatnim da aktivnost Klotho proteina moze imati zastitni efekat u oSte¢enom tkivu miokarda,
ali 1 novo “target” mesto za leCenje kardiovaskularnih poremecaja uopste, a pogotovo kod

bolesnika sa hroni¢énom bubreznom insuficijencijom i na dijalizi.
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3. CILJEVI ISTRAZIVAN]A




Uprkos sveobuhvatnom napretku medicine, tehni¢kom poboljSanju hemodijaliznih masina,
unapredenju farmakoloSkog pristupa, stopa smrtnosti bolesnika na hroni¢nom programu
hemodijalize je izuzetno visoka. Kardiovaskularne bolesti su u vise od 50% sluc¢ajeva neposredni
uzrok smrti [1, 214]. Uglavnom postoje strategije za reSavanje tradicionalnih faktora rizika za
kardiovaskularne bolesti, kao §to su hipertenzija, hiperlipidemija, Se¢erna bolest i gojaznost, dok
za takozvane netradicionalne faktore rizika, gde spadaju mineralno-kostani poremecaji, jo§ uvek

nema jasnih preporuka.

Na osnovu podataka iz literature moze se ista¢i veliki znacaj Klotho proteina u homeostazi
mineralnog metabolizma i njegov uticaj na endokrinu aktivnost FGF23 kod bolesnika sa HBI na
HD. Poznavanje ovih odnosa je od sustinskog znacaja za proucavanje varijacija u Klotho genu
koje mogu delimi¢no da objasne razlike u nivou proteina, zivotnom veku 1 njegovoj funkeiji.
Bolje poznavanje molekularnih mehanizama omogucilo bi primenu Klotho proteina kao novog
terapeutskog sredstva za prevenciju progresije hroni¢ne bubrezne insuficijencije 1 poboljSanje
kardiovaskularnog statusa [215]. Poznavanje populacione genetike je veoma vazno, pa i u
domenu povezanosti mineralno-kostanog metabolizma 1 kardiovaskularnih komplikacija kod
bolesnika na hemodijalizi, na osnovu ¢ega bi se sprovele nacionalne strategije u reSavanju ovog

problema.

Jo$ osamdesetih godina proslog veka ehokardiografske studije su identifikovale negativne
strukturne promene na srcu kod bolesnika na hemodijalizi koje su nazvane uremijska
kardiomiopatija. Danas su nove ehokardiografske tehnike omogucile analizu suptilnih
subklinickih promena u sréanoj geometriji i funkciji [216]. Ove promene mogu da predvide
buduée kardiovaskularne dogadaje, $to je od velikog znacaja kod bolesnika na hemodijalizi, a

sve sa ciljem sprecavanja negativnih ishoda.
Imajuéi u vidu pomenute patofizioloske mehanizme, glavni cilj ovog istrazivanja je ispitivanje

povezanosti varijacija u genu za Klotho protein, parametara mineralno kostanog metabolizma i

ehokardiografskih karakteristika bolesnika na hemodijalizi.
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Konkretni ciljevi istrazivanja su:

e Odrediti koncentraciju standardnih parametara mineralno-kosStanog metabolizma
(kalcijuma, fosfora, paratireoidnog hormona, alkalne fosfataze), vitamina D, FGF23 i

Klotho proteina kod bolesnika na hemodijalizi i ispitanika iz kontrolne grupe.

e Ispitati ucestalosti alela i genotipova polimorfizama u genu za Klotho protein; SNP
Klotho G-395A 1 SNP Klotho C1818T, kod bolesnika na hemodijalizi 1 ispitanika iz

kontrolne grupe.

e [Ispitati postojanje razlika u koncentraciji standardnih parametara mineralno-koStanog
metabolizma, vitamina D, FGF23 i Klotho proteina kod bolesnika sa razli¢itim

genotipovima ispitivanih polimorfizama.

e Ispitati distribuciju razli¢itih tipova morfologije leve komore srca, kod bolesnika na

hemodijalizi sa razli¢itim genotipovima ispitivanih polimorfizama.

e Ispitati potencijalnu prediktivhu vrednost pojedinih parametara mineralno-koStanog

metabolizma za nastanak ehokardiografskih promena kod bolesnika na hemodijalizi.
e Pratiti stopu mortaliteta bolesnika na hemodijalizi (opSteg i kardiovaskularnog) i

povezanost prezivljavanja sa varijacijama u genu za Klotho protein, parametrima

mineralno-kostanog metabolizma i geometrijom leve komore bolesnika na hemodijalizi.
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4. PACIJENTI I METODE ISTRAZIVANJA




IstraZivanje je obavljeno na Klinici za nefrologiju Univerzitetskog klini¢kog centara u NiSu:
Odeljenje za dijalizu (odsek za hemodijalizu), Odeljenje za prijem bolesnika, specijalisticko-
konsultativnu delatnost i dijagnostiku (odsek za laboratorijsku i ultrazvu¢nu dijagnostiku);
Medicinskom fakultetu u Nisu: Institut za biohemiju 1 Naucnoistrazivacki centar za biomedicinu
(laboratorija za funkcionalnu genomiku i proteomiku i laboratorija za hromatografiju); Klinici za
kardiovaskularne bolesti Univerzitetskog klinickog centara NiS: Odeljenje za hitne prijeme
bolesnika, specijalistiCko-konsultativnu  delatnost 1 dijagnostiku (odsek neinvazivne
dijagnostike). U toku rada su poStovani principi medicine zasnovane na dokazima (Evidence

Based Medicine). Istrazivanje je koncipirano kao prospektivna studija u trajanju od pet godina.

4.1. PACIJENTI

Ciljna grupa istrazivanja bili su bolesnici u terminalnoj bubreznoj insuficijenciji na hroni¢cnom
programu hemodijalize (bolesnici koji se dijaliziraju duze od 91 dan u kontinuitetu). Ukljuceno
je 142 bolesnika 1 80 ispitanika iz kontrolne grupe sa ocuvanom bubreznom funkcijom, odnosno
JGF> 60 ml/min/1,73 m?. Kontrolnu grupu su ¢inili ispitanici koji su u pogledu polne i starosne
distribucije bili podudarni sa bolesnicima na hemodijalizi. U studiju nisu ukljuceni ispitanici koji
se dijaliziraju krace od 91 dan, ispitanici mladi od 18 godina, bolesnici koji su u toku istrazivanja
promenili modalitet leCenja ili promenili dijalizni centar. Istrazivanje je odobreno od strane

Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u Nisu, odluka broj 12-12123-1.

Za istrazivanje je koriS¢en serum i DNK bolesnika sa hroni¢nog programa hemodijalize i
ispitanika iz kontrolne grupe. U istrazivanju je koriS¢en uzorak krvi, koji se bolesnicima uzima
isklju¢ivo prilikom rutinske kontrole u cilju redovnog paracenja biohemijskih parametara
bolesnika na hemodijalizi. Uzimanje krvi je vrSeno venepunkcijom nakon 20 minuta odmora, pre
zapocinjanja dijalizne procedure i pre davanja heparina. Uzorkovanje krvi ispitanika iz kontrolne
grupe vrSeno u unapred dogovorenom terminu. Za uzorkovanje primenjivane su sterilne
jednokratne vakumirane epruvete. Krv za izolaciju DNK 1 hematoloske analize je uzorkovana u
epruvete od 3 ml sa EDTA kao antikoagulansom. Krv za ostale analize je uzorkovana u epruvete
bez antikoagulantnog sredstva. Pre uzorkovanja krvi, od svakog ispitanika pojedinacno je

dobijen informisani pristanak u skladu sa preporukama Helsinske deklaracije.
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4.2. METODE

4.2.1. Rutinske laboratorijske metode
Rutinske hematoloske analize radene su na hematoloskom analajzeru Nihon Koden, Tokyo,

Japan, u laboratoriji Klinike za nefrologiju Klini¢kog centra Nis.

Rutinske biohemijske analize su radene na automatskom biohemijskom analajezeru Erba XL-
600, proizvodaca Erba diagnostics Mannheim, GmbH, Germany, u laboratoriji Klinike za

nefrologiju Klinickog centra Nis.

CRP je odredivan imunoturbidimetrijskim testom, na automatskom analajzeru Olimpusu AU-
400, proizvodaca Olympus Diagnostic, GmbH, Germany, izrazavace se u mg/l, u Centru za

medicinsku biohemiju Klinickog centra Nis.

Odredivanje nivoa intaktnog paratireoidnog hormona vrseno je imuno-radiometrijskom analizom
(IRMA) na LKB gama brojacu, LKB Institute, Victoria, Australia, u Centru za nuklearnu

medicinu Klini¢kog centra Nis.

4.2.2. Odredivanje koncentracije Klotho proteina
Odredivanje koncentracije Klotho proteina vrSeno je iz seruma ELISA metodom pomocu

komercijalnog kita za kvantitativno odredivanje humanog solubilnog o-Klotho proteina iz

seruma, proizvodaca Cusabio Biotech, Wuhan, China. Dobijene vrednosti su izrazene pg/ml.

4.2.3. Odredivanje koncentracije fibroblastnog faktora rasta 23
Odredivanje koncentracije FGF23 vrSeno je iz seruma ELISA metodom pomoc¢u komercijalnog

kita za kvantitativno odredivanje humanog FGF23 iz seruma proizvodaca Cusabio Biotech,

Wuhan, China. Dobijene vrednosti su izrazene pg/ml.
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4.2.4. Odredivanje koncentracije vitamin D na HPLC-u
Koncentracija vitamina D (25-hidroksi vitamin D3) odredivana je HPLC metodom po

modifikovanoj metodi Turpeinen i saradnika [217].

Postupak pripreme uzorka: u 500 pl seruma se dodaje 500 pl acetonitrila, zatim se vrsi
vorteksiranje na 1000 o/min 15s 1 centrifugiranje 5 minuta na 8000 rpm, a potom se dodaje 1 ml
heksana i ponovo vrsi vorteksiranje 1 minut 6000 o/min. Nakon toga, 900 ul meSavine se
uparava azotom (aparat Simple contentrator). Za rastvaranje se dodaje 75 ul acetonitrila, a
zatima se vorteksira 15s, 1000 o/min. Tako pripremljen uzorak se prebaci u tubicu od 1,5 mL

(ependorficu).

HPLC uslovi: Kolona: Purospher STAR PR — 18e, 3,0 x 125 mm, 3 um, Merck, Darmstadt
Germany. Mobilna faza: A: MeOH5%, B: acetonitril 95%. Protok: 0,4 ml/min. Temperatura
kolone: 30°C. Volumen injektovanja: 25 pl. Detekcija: UV 265 nm.

Standard: 25 — hidroksi vitamin D3 monohidrat (25 — hidrixyvitamin D3 monohidrate),
proizvodaca Sigma ALDRICH Co, 3050 Spn, Sigma ALDRICH CHEME GmBh, >99,0%
(HPLC). Prvo je napravljen rastvor C=1 mg/mL (1000 pg/mL), a zatim od njega rastvor C=100
ng/ml.

4.3. Izolacija DNK
Iz uzorka pune krvi, 200 ul krvi je koriS¢eno za izolaciju DNK uz pomo¢ Genomic DNA

Purification Mini Kit-a (Fermentas, Thermo Scientific, Litvanija) prema uputstvu proizvodaca.

4.3.1. Metoda genotipizacije SNP G395A u genu za Klotho protein

Modifikovana metoda Shimoyama i saradnika [218] je koriS¢ena za odredivanje polimorfizma
G-395A u genu za Klotho protein. U osnovi ove metode je PCR-CTPP (engl. polymerase chain
reaction - confronting 2-pair primers), koju karakteriSe reakciona smeSa kojoj su dodata 4
prajmera, dva nishodna (Fwdl, Fwd2, engl.Forward primer 1, Forward primer 2) i dva ushodna

(Revl, Rev2, engl. Reverse primer 1, Reverse primer 2).
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Reakciona smesa (za svakog pojedinog ispitanika) u ukupnom volumenu od 25 pl sadrzala je 12
ul komercijalnog miksa KAPA2G ReadyMix (KAPA2G Fast HotStart ReadyMix PCR Kit;
Kapa BioSystems, Boston, Massachusetts, United States), koji u sebi sadrzi Hot Start DNA
polimerazu, dNTPs, MgCI2 i stabilizatore, zatim 0,5 ul svakog od prajmera, 10 ul dejonizovane
vode 1 0,5 pl prethodno izolovane DNK (prosec¢ne koncentracije 50 ng/ul). Sekvence prajmera
bile su: za Fwdl: 5°’-GAT CCC GCC CCC AAG TCG GGA-‘3, za Fwd2: 5°- GTC CCT CTA
GGA TTT CGG CCAG-3, za Revl: 5’-GTT TCG TGG ACG CTC AGG TTC ATT CTC-‘3 i
Rev2: 5°-GAG AAA AGG CGC CGA CCA ACT TTC-‘3. Za umnoZzavanje je koriS¢en program
prema uputstvu proizvodaca komercijalnog miksa, a koji je standardizovan u skladu sa uslovima
naseg rada: inicijalna denaturacija na temperaturi od 95C° u trajanju od 1 min, nakon cega sledi
35 ciklusa: denaturacija na temperaturi od 95C° u trajanju od 30s, hibridizacija (engl. annealing)
na 67C° u trajanju od 30s 1 elongacija na temperaturi od 72C° u trajanju od 30s. Program se
zavrSava terminalnom elongacijom na 72C° u trajanju od 1 min (finalna ekstenzija), radi

kompletiranja parcijalno sintetisanih PCR produkata.

Slika 14 | Fotografija 2% agaroznom gelu, nakon horizontalne elektoforeze
za detekciju SNP Klotho G-395A

Vizuelizacija PCR produkata vr$ena je na 2% agaroznom gelu obojenog etidijum bromidom (20
ul etidijum bromida u 200 ml 1h TBE pufera), nakon horizontalne elektoforeze u trajanju od 60
min, voltaza 100V. Prajmeri za SNP G-395A Klotho ograni¢avaju segmente DNK sledecih
duzina: za GG genotip 252, 175 bp, za GA genotip 252, 175, 121 bp i za AA genotip 252, 121
bp.
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4.3.2. Metoda genotipizacije SNP C1818T u genu za Klotho protein
Za genotipizaciju SNP CI1818T u Klotho genu koris¢ena je ista PCR-CTPP metoda sa

prajmerima: Fwd 1: 5’- TC AGT TTA CCG ACC TGA ATG TTT ACCTG - ‘3 1 Fwd 2: 5’-
CAG ATC GCT TTA CTC CAG GAA ATG CA -3 i Rev 1: 5°-GTC CAG GGA GAA GCG
AAA ATG TGT AACA-3 i Rev 2: 5-GAG CTC TTG AAA GCA CAG TCG GGC-3. Za
amplifikaciju je koriS¢en slede¢i program: inicijalna denaturacija na temperaturi od 95°S u
trajanju od 1 min, zatim 33 ciklusa: denaturacija 95C° u trajanju od 30s, hibridizacija na 70C° u
trajanju od 30s, 1 elongacija na temperaturi od 72C° u trajanju od 30s. Program se zavrSava
terminalnom elongacijom na 72C° u trajanju od 1 min (finalna ekstenzija), radi kompletiranja

parcijalno sintetisanih PCR produkata.

Slika 15 | Fotografija 2% agaroznom gelu, nakon horizontalne elektoforeze
za detekciju SNP Klotho C1818T

4.4. EHOKARDIOGRAFSKI PREGLED

Kod svih bolesnika je uraden kompletan dvodimenzionalni (2D) i1 pulsni transtorakalni
ehokardiografski pregled u kabinetu za neinvazivnu dijagnostiku na Klinici za kardiovaskularne
bolesti Univerzitetskog klinickog centara Ni§, na aparatu Toshiba Powervision 6000,
proizvodaca ToshibaCo, Tokyo, Japan. Ehokardiografski pregled je wvrSio isti, iskusan
ehosonografista koji prethodno nije bio upoznat sa njihovim klini¢kim statusom. Odredivani su
parametri morfologije, geometrije i funkcije leve komore. Sva merenja i izraCunavanja su radena

prema preporukama americkog i evropskog udruzenja za ehokardiografiju iz 2015. godine
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(American Society of Echocardiography and the European Association of Cardiovascular

Imaging) [219].

Ehokardiografski kalcifikacioni skor je analiziran na osnovu preporuka Utsunomiya i saradnika
[220]. Pracene su kacifikacije aortne valvule, kacifikacije mitralnog prstena i kalcifikacije korena
aorte. Proracunavan je ukupni kacifikacioni skor srca (od engl. Total Heart Calcification score
(THCs)) ¢iji maksimum moze da bude 3, ukoliko su uocene kalcifikacije na sva tri pomenuta

mesta, odnosno minimum 0, ukoliko nisu uoc¢ene kalcifikacije.

4.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

4.5.1. Snaga studije i veli¢ina uzorka

Za proracun veliCine uzorka uzeti su rezultati istrazivanja Rotondi-ja i saradnika [221] gde su
raCunate proseCne vrednosti i standardne devijacije serumskih koncentracija Klotho proteina u
ispitivanim grupama. Za proracun je koriS¢eno dvosmerno testiranje nulte hipoteze nezavisnim t-
testom uz prihvacene vrednosti verovatnoce greske prvog tipa 0=0,01 i snage studije od 0,9.
Ukupan studijski uzorak iznosi minimalno 62 ispitanika, po 31 ispitanik u svakoj grupi.
IzraCunavanje veliCine uzorka je izvrSeno u internet aplikaciji za odredivanje veli¢ine uzorka

(http://powerandsamplesize.com/Calculators/Compare-2-Means/2-Sample-Equality).

4.5.2. Statisticka analiza
Dobijeni podaci su prikupljeneni u Excel bazu podataka, sredeni i predstavljeni tabelarno i

graficki. Od osnovnih deskriptivnih statistiCkih parametara koristiS¢ene su standardne statistiCke
metode za kvalitativnu (apsolutne vrednosti i procenti) i kvantitativnu procenu (aritmeticka
sredina, standardna varijacija, standardan greska, minimalne i maksimalne vrednosti) dobijenih
rezultata. Normalnost distribucije ispitivana je Kolomogorov Smirnovljevim testom. Za
poredenje razlika izmedu aritmetic¢kih sredina dveju grupa ukoliko je ispunjen uslov normalnog
rasporeda koriS¢en je Studentov-t test, dok je u slucajevima nepravilne distribucije podataka
koris¢en Mann Whitney U test. U poredenje kategorijskih obeleZja koriS¢en je y-kvadrat test
odnosno Fisher-ov test egzaktne verovatnoe. Za procenu odstupanja ucestalosti alela i
genotipova od Hardy-Weinberg ravnoteze koriS¢en je Fisher exact test. Radi utvrdivanja

medupovezanosti izmedu ispitivanih varijabli odredivan je Pirsonov koeficijent proste linearne
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korelacije, odnosno Spirmanov koeficijent rang korelacije u zavisnosti od distribucije podataka.

Za definisanje prediktivnih faktora koriS¢ena je regresiona analiza.

Analiza prezivljavanja (engl. survival analysis) je analiza odredenog dogadaja tokom vremena uz
evidenciju trenutka kada je doSlo do odredenog dogadaja, a da je pri tome dobro definisano
pocetno vreme prac¢enja. Da bi se analiza prezivljavanja mogla izvesti neophodno je beleZiti
tano vreme dogadaja. U analizi prezivljavanja je formirana Kaplan-Mejerova kriva
prezivljavanja u odnosu na ispitivane varijable. Log rank testom je uporedivano prosecno vreme
prezivljavanja u odnosu na ispitivane parametre. Cox-ova regresiona analiza je koriS¢ena radi
odredivanja rizik koli¢nika (engl. Hazard Ratio — HR) za svaki od ispitivanih faktora rizika. Radi
procene kalibracije modela koris¢en je Hosmer-Lemeshow test. U proceni diskriminacije modela
koris¢ena je ROC analiza. Za konstruisanje ROC krive za vise varijabli logistickom regresionom
analizom je formirana jednistvena varijabla na osnovu verovatno¢a viSe pojedinacnih varijabli.
Poredenje vise ROC kriva je vrSeno MedCalc paketom - verzija 19.7.1, Delong-ovom metodom,
gde je pracen porast povrsine pod krivom dodavanjem novih parametara u modele (model) -
AUC (od engl. Area Under The Curve), kao 1 parametri za procenu performansi prediktivnih
modela; NRI - indeks reklasifikacije mreze (od engl. net reclassification index) i IDI -

integrisani indeks diskriminacije (od engl. integrated discrimination index). Statisticka obrada
podataka koja obuhvata metode deskriptivne statistike, Kaplan-Mejerove krive, Koksovu
regresionu analizu i ROC analizu je sprovedena u programskom paketu SPSS 22.0 (SPSS Inc,
Chicago I1, USA). Statisticka hipoteza je testirana na nivou signifkantnosti za rizik od a=0,05,

odnosno razlika medu uzorcima je smatrana znacajnom ako je p <0,05.

Za sredivanje reference koriSéen je softeverski paktet EndNote X9 for Windows.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA




5.1. Opste karakteristike ispitivane populacije

U istrazivanju je ucestvovalo 142 bolesnika koji su na hroni¢nom programu hemodijalize i 80
ispitanika koji su ¢inili kontrolnu grupu. Prose¢na starost ispitivane populacije je bila
58,15+13,59 godina. Bolesnici na hemodijalizi su bili prosecne starosti 59,00+12,33 godina, sa
rasponom starosti od 23 do 83 godina, dok je prosecna starost kontrolne grupe iznosila
56,64+15,54 godina, sa opsegom od 21 do 81 godine. Nije bilo statisticki znacajne razlike u
starosnoj strukturi izmedu ispitivanih grupa (t=1,245; p=0,214) (Grafikon 1).

80.004

50.00 I

starost

40.007

134

20.004

T T
bolesnici na hemodijalizi kontrolna grupa

Grafikon 1 | Starosna struktura ispitivanih grupa

Distribucija ispitanika prema polu je bila sledeca: u grupi bolesnika na hemodijalizi bilo je 88
(62,0%) muskaraca i 54 (38,0%) zena, dok je u kontrolnoj grupi bilo 47 (58,8%) muskaraca i 33
(41,2%) zena. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u distribuciji pola po grupama, odnosno

one se mogu smatrati homogenim (y*=0,223; p=0,637).

Prosecna duzina dijaliznog staza u grupi bolesnika je bila 74,63+78,44 meseci, sa minimalnim

dijaliziranjem od 3 meseca i maksimalnim od 360 meseci.
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Grafikon 2 | Distribucija ispitanika prema polu

Distribucija osnovnih bolesti koje su dovele do hroni¢ne bubrezne insuficijencije u ispitivanoj
populaciji bila je sledeca: nefroangioskleroza kod 33 ispitanika (23,2%), glomerulonefritis kod
31 (21,8%) ispitanika, policisticna bolest bubrega kod 29 ispitanika (20,4%), pijelonefritis kod
22 ispitanika (15,5%), Secerna bolest kod 14 ispitanika (9,9%), ostali uzroci kod 8 ispitanika
(5,6%) 1 bolesti nepoznatog porekla kod 5 (3,5%) bolesnika (Grafikon 3).
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Grafikon 3 | Distribucija osnovne bolesti kod bolesnika na hemodijalizi
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5.2. Rezultati bolesika na hemodijalizi u poredenju sa kontrolnom grupom

Tabela 1. Biohemijski parametri bolesnika na hemodijalizi i u kontrolnoj grupi

Ispitivani parametri bolesnici kontrolna grupa p
n=142 n=80

Urea (mmol/L) 25,29+5.86 5,31+1,51 <0,001
Kreatinin (umol/L) 799,67+200,82 82,67+10,89 <0,001
Mokraéna kiselina (mmol/L) 404,33+96,88 329,92+103,75 <0,001
Holesterol mmol/L) 4,68+1,22 5,72+1,11 <0,001
HDL (mmol/L) 0,92+0,24 1,433+0,40 <0,001
LDL (mmol/L) 2,75+0,89 3,96+0,89 <0,001
Trigliceridi (mmol/L) 2,37+173 1,534+0,96 <0,001
Glukoza (mmol/L) 5,884+2.,61 5,70+0,79 0,002
UKupni protein (g/L) 67,13+6,89 69,73+3,95 <0,001
Albumini (g/L) 37,98+2,68 41,714£3,29 <0,001
Broj leukocita x10°/L 6,82+1,93 6,96+1,69 0,589
Broj eritrocita x70’%/L 3,41+0,49 4,69+0,39 <0,001
Hemoglobin (g/1) 105,99+15,22 140,35+15,60 <0,001
Hematokrit (%) 31,62+3,96 40,50+4,06 <0,001
Broj trombocita x10°/L 180,06+62,81 221,03+£56,42 <0,001
AST (U/L) 17,93+42,63 21,17+7,29 <0,001
ALT (U/L) 19,61+13,91 18,31+8,17 0,762
GGT (v 35,59+3,42 26,98+28.66 0,002
Kalijum (mmol/L) 5,86+0,82 4,77+0,46 <0,001
Natrijum (mmol/L) 137,32+11,06 138,61+9,29 <0,001

U Tabeli 1. je dat prikaz biohemijskih parametara kod bolesnika na hemodijalizi i ispitanika
kontrolne grupe. Urea, kreatinin i vrednosti mokra¢ne kiseline su bila statisticki znacajno visi

kod bolesnika na hemodijalizi (Z=12,363; p<0,001), (Z=11,836; p<0,001), (t=5,228; p<0,001).

Koncentracija lipidnih parametara je takode iskazala visoko statisticki znacajnu razliku medu
grupama. Holesterol je bio znacajno nizi u grupi bolesnika na hemodijalizi (t=6,241; p<0,001),
kao 1 vrednosti HDLa (Z=9,109; p<0,001) i LDLa (Z=6,740; p<0,001). Koncentracija triglicerida

je bila znacajno ve¢a medu bolesnicima na hemodijalizi (Z=4,453; p<0,001).

Koncentracija glukoze u krvi je bila znacajno visa medu bolesnicima na hemodijalizi (Z=2,285;
p=0,022). Vrednosti ukupnih proteina (Z=3,578; p<0,001) i albumina (Z=8,898; p<0,001) su bile

znacajno nize u grupi bolesnika na hemodijalizi.
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Broj leukocita je bio veé¢i u kontrolnoj grupi ali bez statisticki znacajne razlike (t=0,541;
p=0,589). Parametri anemije (broj eritrocita, koncentracija hemoglobina i nivo hematokrita) su
bio statisticki znacajno nizi medu bolesnicma na hemodijalizi (t=20,051; p<0,001), (t=16,002;

p<0,001), (t=15,895; p<0,001).

Koncentracija ASTa je bila znaCajno niza u grupi bolesnika (Z=6,248; p<0,001), dok su
vrednosti ALTa bile viSe ali bez statisti¢ki znacajne razlike (Z=0,303; p=0,762). Koncentracija
GGTa je bila znacajno viSa u grupi bolesnika na hemodijalizi (Z=3,153; p=0,002).

Nivo kalijuma je bio znacajno veéi medu bolesnicima na hemodijalizi (t=9,463; p<0,001), dok je

nivo natrijuma kod njih bio znac¢ajno nizi (Z=3,656; p<0,001).

Tabela 2. Standardni parametri mineralno-koStanog metabolizma bolesnika na hemodijalizi 1 u
kontrolnoj grupi

Ispitivani parametri bolesnici kontrolna grupa p
n=142 n=80

Fosfor (mmol/L) 1,59+0,47 1,11+0,22 <0,001

Kalcijum (mmol/L) 2,25+0,26 2,28+0,11 0,005

CaxP 3,55+1,11 2,51+0,61 <0,001

Alkalna fosfataza (U/L) 81,29+64,36 55,34+32,84 <0,001

PTH (pg/mL) 289,514+452,23 82,734+26,92 <0,001

U Tabeli 2. su prikazane vrednosti parametara mineralno-kostanog metabolizma kod bolesnika
na hemodijalizi i ispitanika iz kontrolne grupe. Aktivnost alkalne forfataze i koncentracije fosfata
su bile statisticki znacajno visa kod bolesnika na hemodijalizi (Z=4,946; p<0,001), (Z=8,219;
p<0,001). Koncentracija kalcijuma je bila statisticki znacajno niza kod bolesnika na hemodijalizi
(Z=2,824; p=0,005). Proizvod Ca x P je bio znacajno ve¢i medu bolesnim osobama (Z=7,647;
p<0,001).
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Tabela 3. Novi parametri mineralno-koStanog metabolizma bolesnika na hemodijalizi 1 u
kontrolnoj grupi

Ispitivani parametri bolesnici kontrolna grupa P
n=142 n=80

Klotho protein (pg/mL) 398,57+£768,23 603,55+1302,13 0,013

FGF23 (pg/mL) 4,16+5,62 2,51+1,97 0,012

Vitamin D (ng/mL) 28,61+12,64 31,95+10,12 0,009

Poredenje novih parametra mineralno-koStanog metabolizma kod bolesnika i kontrolne grupe
prikazano je u Tabeli 3. Koncentracija Klofo proteina je bila statistiCki znacajno niza kod
bolesnika na hroni¢nom programu hemodijalize u poredenju sa bolesnicima iz kontrolne grupe
(Z=2,480; p=0,013). Koncentracija FGF23 je bila znacajno viSa kod bolesnika na hemodijalizi
(Z=2,523; p=0,012). Koncentracija vitamina D je takode bila znacajno niza u grupi bolesnika

(Z=2,604; p=0,009).
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5.3. Ispitivanje ucestalosti genotipova i alela Klotho genskih polimorfizama

Tabela 4. Ucestalost genotipova i1 alela Klotho G-395A polimorfizma kod bolesnika na

hemodijalizi i u kontrolnoj grupi

A alel (AA+GA) 45(31,7) 37(46,2) 0.159
G alel (GG) 97(68,3) 43(53,8)

U Tabeli 4. je prikazana distribucija razli¢itih genotipova Klotho G-3954 polimorfizma izmedu
bolesnika i kontrolne grupe. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znadajna razlika (yx*=1,975;

p=0,159).

Tabela 5. Ucestalost genotipova i alela Klotho C1818T polimorfizma kod bolesnika na

hemodijalizi 1 u kontrolnoj grupi

C alel (CC) 53 (37,3) 38(47.5) 0,139
T alel (CT +TT) 89 (62,7) 42(52,5)

U Tabeli 5. je prikazana distribucija genotipova Klotho C1818T polimorfizma izmedu bolesnika
na hemodijalizi i kontrolne grupe. Nije uocCena statisticki znacajna razlika u njihovoj distribuciji
(x*=2,191; p=0,139).

Hardy-Weinberg equilibrium — za sve Cetiri grupe:

Klotho G-395A bolesnici (x2=0,398: p=0,528).

Klotho G-395A kontrole (y2=0,174: p=0,676).

Klotho C1818T bolesnici (¥2=2,933: p=0,086).

Klotho C1818T kontrole (}2=1,937: p=0,231).
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5.3.1. Klotho G-395A polimorfizam kod bolesnika na hemodijalizi

Tabela 6. Sociodemografski parametri kod bolesnika sa razli¢itim genotipovima Klotho G-395A
polimorfizma

Ispitivani parametri A alel (AA+GA) G alel (GG) p
n=45 n=97

Pol (muskarci/tene) 33/12 55/42 0,057
Starost (godine) 58,76+12,49 59,11+12,32 0,873
Dijalizni staZ (meseci) 86,73+77,04 69,02+78,75 0,033
HD start (godine) 48,06+16,25 53,43+13,84 0,044
Rezidualna diureza (ml) 248,89+358,26 370,62+468,25 0,180
Hipertenzija 37(82,2) 89(91,8) 0,095
Seéerna bolest 5(11,1) 16(16,5) 0,400
Pusenje 13(28,9) 37(38,1) 0,283
CVE" 31(68,9) 44(45,4) 0,009

*CVE kardiovaskularni dogadaji (koronarna arterijska bolest, mozdani udar, sr¢ana insuficijencija, hipertenzivna
bolest srca, bolest perifernih arterija)

Sociodemografski podaci bolesnika na hemodijalizi u odnosu na nosioce A i G alela na genu za
SNP Klotho G-395A su prikazani u Tabeli 6. Obe grupe su bile homogene prema starosnoj
strukturi (t=3,608; p=0,057) i polu (¥>=0,160; p=0,160). DuZina dijaliznog staZa je bila statisti¢ki
znacajno duza medu nosiocima A alela (Z=2,136; p=0,033). Takode, zapocCinjanje dijalize je
znacajno ranije kod nosioca A alela (Z=2,033; p=0,044). Starost pri pocetku dijaliziranja (HD
start) bila je manja medu nosiocima A alela ali bez statisticki znacajne razlike (Z=0,395;
p=0,851). Rezidualna diureza se nije znacajno razlikovala po grupama (Z=1,341; p=0,180).
Distribucija hipertenzije nije se statisti¢ki znacajno razlikovala (¥?=2,793; p=0,095). Distribucija
Secerne bolesti nije se statisti¢ki zna¢ajno razlikovala (¥>=0,707; p=0,400). Nije bilo statisticki
znacajne razlike u procentu pusaca u ispitivanim grupama (x?=1,154; p=0,283). Kadriovaskularni

dogadaji su bili zastupljeniji kod nisioca A alela (x*=6,828; p=0,009).
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Tabela 7. Biohemijski parametri kod bolesnika sa razli¢itim genotipovima Klotho G-395A

polimorfizma
Ispitivani parametri A alel (AA+GA) G alel (GG) p
n=45 n=97

Urea (mmol/L) 24,14+5,89 25,8445,79 0,109
Kreatinin (umol/L) 804,25+215,45 727,55+194,79 0,845
Mokraéna Kiselina (umol/L) 399,04+104,02 406,78+93,86 0,633
Holesterol (mmol/L) 4,56+1,17 4,751,24 0,416
HDL (mmol/L) 0,89+0,20 0,93+0,26 0,501
LDL (mmol/L) 2,61+0,87 2,81+0,90 0,216
Trigliceridi (mmol/L) 2,21+1,23 2,43+1,91 0,952
Glukoza (mmol/L) 6,20+3,05 5,7442.40 0,674
Ukupni protein (g/L) 67,88+3,92 66,77+7,89 0,416
Albumini (g/L) 37,67+2,63 38,124+2,71 0,337
Broj leukocita x10°/L 6,86+1,59 6,80+2,08 0,872
Broj eritrocita x10"%/L 3,59+0,54 3,35+0,47 0,037
Hemoglobin (g/1) 108,96+17,59 104,62+13,97 0,114
Hematokrit (%) 32,58+4,14 31,17+3,81 0,048
Broj trombocita x10°/L 180,52+51,38 179,86+67,60 0,757
Gvozde (umol/L) 13,86+15,12 12,76+11,27 0,969
UIBC (umol/L) 24,45+8,17 25,79+7,41 0,699
TIBC (umol/L) 37,18+6,33 37,55+7,17 0,123
Saturacija (%) 38,28+15,50 31,44+13,73 0,564
AST (U/L) 24,98+74,87 14,62+6,87 0,868
ALT (u/L) 19,61+13,91 18,31+£8,17 0,825
GGT v 33,15+22,70 38,19+42,57 0,862
Kalijum (mmol/L) 5,86+0,82 4,77+0,46 0,706
Natrijum (mmol/L) 137,32+11,06 138,61+9,29 0,594
CRP (mg/L) 8,71+12,23 5,89+10,86 0,212

Poredenje biohemijskih parametara kod bolesnika nocioca A i G alela prikazani su u Tabeli 7.

Utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u broju eritrocita (t=2,083; p=0,037) 1 nivoa hematokrita,

koji su bili znacajno nizi kod nosioca G alela. Ostali ispitivani parametri nisu pokazali statisti¢ki

znacajnu razliku.
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Tabela 8. Standardni parametri mineralno-koStanog metabolizma kod bolesnika sa razli¢itim

genotipovima Klotho G-395A polimorfizma

Ispitivani parametri A alel (AA+GA) G alel (GG) p
n=45 n=97

Fosfor (mmol/L) 1,66+0,46 1,46+0,45 0,016
Kalcijum (mmol/L) 2,26+0,26 2,24+0,25 0,578
CaxP 3,32+1,13 3,67+1,09 0,084
Ca ALB korigovni (mmol/L) 2,35+0,42 2,34+0,42 0,412
PTH (pg/mL) 334,74+623,29 268,52+347,73 0,835
Alkalna fosfataza (U/L) 87,80+93,38 78,24+45,12 0,820

Utvrdeno je da su vrednosti fosfora bile statisticki znacajno viSe medu bolesnicima koji su
nosioci A alela (Z=2,400; p=0,016). Vrednosti ostalih parametara se nisu znacajno razlikovale:
alkalna fosfataza (p=0,820), kalcijum (p=0,578), proizvod kalcijuma i fosfora (Ca x P) (p=0,084),
Ca ALB korigovni (p=0,412) 1 PTH (p=0,835).

Tabela 9. Novi parametri mineralno-koStanog metabolizma kod bolesnika sa razliitim

genotipovima Klotho G-395A polimorfizma

Ispitivani parametri A alel (AA+GA) G alel (GG) p
n=45 n=97

Klotho protein (pg/mL) 282,34+762,05 450,49+769,05 0,006

FGF23 (pg/mL) 4,93+4,07 3,07+1,89 0,031

Vitamin D (ng/mL) 30,07+11,09 27,94+13,29 0,209

U Tabeli 9. su prikazani novi parametri mineralno koStanog metabolizma, utvrdeno je da je
Klotho protein znacajno nizi kod nosioci A alela (Z=2,465; p=0,006). Koncentracija FGF23 je
statisticki znacajno veca kod nosioca A alela (Z=2,162p=0,031). Koncentracija vitamina D je

bila niza kod nosioca G alela ali bez statisticki znacajne razlike (Z=1,256; p=0,209).
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5.3.2 Klotho C1818T polimorfizam kod bolesnika na hemodijalizi

Tabela 10. Sociodemografski parametri kod bolesnika sa razli¢itim genotipovima Klotho

C1818T polimorfizma
Ispitivani parametri C alel (CC) T alel (CT +TT) p
n=53 n=89

Pol (muskarci/zene) 34/19 54/35 0,680
Starost (godine) 57,89+13,31 59,66+11,73 0,408
Dijalizni staZ (meseci) 70,08+78,93 77,35+78,47 0,637
HD start (godine) 52,05+14,57 53,21+13,84 0,611
Rezidualna diureza (mi) 342,45+474,48 325,84+418,81 0,930
Hipertenzija 51(96,2) 75(84,3) 0,029
Secerna bolest 9(17,0) 12(13,5) 0,570
PusSenje 18(34,0) 32(36,0) 0,810
CVE® 25(47,2) 52(58.,4) 0,192

*CVE kardiovaskularni dogadaji (koronarna arterijska bolest, mozdani udar, sréana insuficijencija, hipertenzivna
bolest srca, bolest perifernih arterija)

Sociodemografski podaci bolesnika na hemodijalizi u odnosu na razli¢ite genotipove Klotho
C1818T polimorfizma su prikazani u Tabeli 10. Obe grupe su bile homogene prema starosnoj
strukturi (t=0,829; p=0,408) i polu (x>=0,170; p=0,680). Duzina dijaliznog staza nije bila
statisti¢ki znacajno razli¢ita medu grupama (Z=0,473; p=0,637). Starost pri pocetku dijaliziranja
(HD start) bila je manja medu nosiocima CC genomotipa ali bez statisticki znacajne razlike
(Z=0,508; p=0,611). Rezidualna diureza se nije znacajno razlikovala po grupama (Z=0,930;
p=0,088). Distribucija hipertenzije je bila statisti¢ki znacajno zastupljenija medu nosiocima CC
genotpova (¥*=4,750; p=0,029). Distribucija Secerne bolesti nije se statistiki znacajno
razlikovala (¥*=0,628; p=0,570). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u procentu pusaca u
ispitivanim grupama (¥*=0,058; p=0,810). Distribucija kardiovaskularnih dogadaja je bila
homogena izmedu ispitivanih grupa (x*=1,695; p=0,192).
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Tabela 11. Biohemijski parametri kod bolesnika sa razli¢itim genotipovima Klotho C1818T

polimorfizma
Ispitivani parametri C alel (CC) T alel (CT +TT) P
n=53 n=89

Urea (mmol/L) 25,39+45,05 25,23+6,32 0,643
Kreatinin (umol/L) 812,24+180,62 791,88+212,55 0,527
Mokracna Kiselina (umol/L) 417,65+81,29 396,37+104,74 0,192
Holesterol ( mmol/L) 4,85+1,41 4,59+1,08 0,411
HDL (mmol/L) 0,88+0,23 0,94+0,25 0,173
LDL (mmol/L) 2,80+0,95 2,72+0,86 0,679
Trigliceridi (mmol/L) 2,65+2,05 2,20+1,49 0,291
Glukoza (mmol/L) 5,90+3,05 5,8742,32 0,433
Ukupni protein (g/L) 67,82+3,94 67,31+8,16 0,199
Albumini (g/1) 38,08+2,65 37,924+2,71 0,598
Broj leukocita x10°/L 6,92+1,97 6,77+1,92 0,968
Broj eritrocita x10"%/L 3,41+0,47 3,41+0,51 0,871
Hemoglobin (g/1) 106,75+14,14 105,54+15,89 0,545
Hematokrit (%) 31,69+3,82 31,63+3,897 0,720
Broj trombocita x10°/L 186,58+65,79 176,14+60,79 0,529
Gvozde (umol/L) 12,50+5,18 13,37+5,24 0,282
UIBC (umol/L) 25,29+7,35 24,64+7,95 0,821
TIBC (umol/L) 37,09+7,04 38,01+6,31 0,710
Saturacija (%) 33,98+13,91 35,93+15,07 0,513
AST (U/L) 24,98+74,87 14,62+6,87 0,576
ALT (u/L) 19,02+12,07 19,95+14,79 0,420
GGT v 37,96+40,87 35,78+35,43 0,700
Kalijum (mmol/L) 5,98+0,80 5,79+0,83 0,209
Natrijum (mmol/L) 137,82+2,07 137,01+13,89 0,394
CRP (mg/L) 8,35+15,28 5,82+8,05 0,868

U Tabeli 11. su data poredenja biohemijskih parametara kod bolesnika sa razliCitim
genotipovima Klotho C1818T polimorfizma. Nijedan od ispitivanih parametara nije pokazao
statisticki znacajnu razliku: urea (p=0,643), kreatinin (p=0,527), mokra¢na kiselina (p=0,192),
holesterol (p=0,411), HDL (p=0,173), LDL (p=0,679), trigliceridi (p=0,291), glukoza (p=0,433),
ukupni proteini (p=0,199), albumini (p=0,598), leukociti (p=0,968), eritrociti (p=0,871),
hemoglobin (p=0,545), hematokrit (p=0,720), trombociti (p=0,529), gvozde (p=0,282), UIBC
(p=0,821), TIBC (p=0,710), saturacija (p=0,513), AST (p=0,576), ALT (p=0,420), GGT
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(p=0,700), kalijum (p=0,209) 1 natrijum (p=0,394). Vrednost CRPa nije pokazala znacajnu
razliku u grupama (p=0,868).

Tabela 12. Standardni parametri mineralno-kostanog metabolizma kod bolesnika sa razli¢itim

genotipovima Klotho C1818T polimorfizma

Ispitivani parametri C alel (CC) T alel (CT +TT) p
n=53 n=89

Fosfor (mmol/L) 1,68+0,47 1,53+0,46 0,065
Kalcijum mmol/L) 2,26+0,26 2,24+0,25 0,807
CaxP 3,71+1,10 3,46+1,11 0,117
Ca ALB korigovni (mmol/L) 2,36+£0,44 2,34+0,41 0,899
PTH (pg/mL) 367,89+650,06  242,73+268,47 0,250
Alkalna fosfataza (U/L) 86,50+£95,55 78,25+35,68 0,241

Standardni parametri mineralno-koStanog metabolizma nisu pokazali znacajnu razliku medu
bolesnicima sa razli€itim genotipovima Klotho CI1818T polimorfizma: alkalna fosfataza
(p=0,241), fosfor (p=0,065), kalcijum (p=0,807), proizvod kalcijuma i fosfora (Ca x P)
(p=0,117), Ca ALB korigovni (p=0,899) i PTH (p=0,250).

Tabela 13. Novi parametri mineralno kostanog metabolizma kod bolesnika sa razli¢itim

genotipovima Klotho C1818T polimorfizma

Ispitivani parametri C alel (CC) T alel (CT +TT) p
n=53 n=89

Klotho protein (pg/mL) 356,32+484,46 423,13+894,65 0,169

FGF23 (pg/mL) 3,20+1,99 3,92+3,28 0,526

Vitamin D (ng/mL) 30,18+13,61 27,68+11,99 0,352

U Tabeli 13. su prikazani novi parametri mineralno-koStanog metabolizma, nijedan od
ispitivanih parametara nije pokazao statisticki znacajnu razliku izmedu dve grupe bolesnika:

Klotho protein (Z=1,377; p=0,168), FGF23 (Z=0,634; p=0,526) 1 vitamin D (Z=0,930; p=0,352).
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5.4. Morfologija leve komore srca kod bolesnika na hemodijalizi

Tabela 14. Ehokardiografske karakteristike kod bolesnika na hemodijalizi

EDD (inm) 51,75+6,79 33-73
ESD (mm) 32,51£7,02 15-53
IVS (mm) 12,63+2,22 7-21
LVPW (inm) 12,22+3,94 7-18
FS LK (%) 37,51+£8,37 14-60
EF LK (%) 64,09+9,34 23-85
LP (mm) 43,65+6,91 24-69
LVM (g 263,75+82,28 57-576
LVMi (g/m?) 146,57+41,75 37-278
RWT 0,48+0,09 0,26-0,83
E (ms) 0,78+0,24 0,35-1,41
A (ms) 1,00+0,24 0,55-1,86
E/A (ms) 0,79+0,26 0,35-1,69
Dec (ms) 259,31497,54 89-787

* EDD end-dijastolni dijametar, ESD end-sistolni dijametar, IVS interventrikularni septum, LVPV debljina zadnjeg
zida leve komore, EF LK ejekciona frakcija leve komore, FS LK frakcija skraéivanja leve komore, LP leva
pretkomora, LVM masa leve komore, LVMi indeks mase leve komore, RVT relativna debljina zida.

U Tabeli 14. su prikazani ehokardiografski parametri kod bolesnika na hemodijalizi, prikazani u

vidu srednjih vrednosti sa standardnim devijacijama, minimalnim i maksimalnim vrednostima.

26 (18%)

i Normalna geometrija
i Koncentri¢éno remodelovanje
i Koncentri¢na hipertrofija

i Ekscentricna hipertrofije

Grafikon 4 | Distribucija razli€itih tipova geometrije leve komore
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Distribucija geometrije leve komore je prikazana na Grafikonu 4. Utvrdeno je da najveci broj
bolesnika na hemodijalizi ima koncentricnu hipertrofiju leve komore 88 (62%), potom
ekscentri¢nu hipertrofiju 26 (18%), koncentri¢no remodelovanje je bilo prisutno kod 21 (15%)

bolesnika, dok je samo kod 7 (5%) bolesnika registrovana normalna geometrija srca.

Nadalje su pacijenti grupisani u dve grupe: prvu grupu su Cinili bolesnici na hemodijaluzi sa
normalnom geometrijom i koncentricnim remodelovanjem leve komore kojih je ukupno bilo 28
(19,7 %) 1 drugu grupu bolesnici sa hipertrofijom (koncentri¢nom i ekscentri¢nom) kojih je bilo

114 (80,3%).

Tabela 15. Sociodemografski parametri kod bolesnika sa i bez hipertrofije leve komore

Ispitivani parametri bez hipertrofije hipertrofija p
n=28 n=114

Pol (muskarci/zene) 21/7 67/47 0,113
Starost (godine) 51,75+£13,92 60,78+11,28 <0,001
Dijalizni staZ (meseci) 93,46+85,84 70,01+76,21 0,150
HD start (godine) 43,96+14,84 54,94+13,06 0,001
Rezidualna diureza (mi) 314,04 325,84+411,16 0,371
Hipertenzija 23(82,1) 103(90,4) 0,218
Seéerna bolest 3(10,7) 18(15,8) 0,498
PuSenje 11(39,3) 39(34,2) 0,614

Grupa bolesnika sa hipertrofijom bila je homogena prema polnoj strukturi (¥*=0,829; p=0,408) u
odnosu na grupu bolesnika bez hipertrofije. Bolesnici sa hipertrofijom bili su znacajno stariji
(t=3,618; p<0,001). DuzZina dijaliznog staza nije bila statisticki znacajno razli¢ita medu grupama
(Z=1,439; p=0,150). Starost pri pocetku dijaliziranja (HD start) bila je znafajno veca medu
osobama sa hipertrofijom leve komore (Z=3,353; p=0,001). Rezidualna diureza se nije znacajno
razlikovala po grupama (Z=0,849; p=0,371). Distribucija hipertenzije je bila zastupljenija medu
bolesnicima sa hipertrofijom ali bez znacajne razlike (y*=1,515; p=0,218). Distribucija $ecerne
bolesti nije se statisti¢ki znacajno razlikovala (3>=0,459; p=0,498). Nije bilo statisti¢ki znacajne

razlike u procentu pusaca u ispitivanim grupama (x*=0,254; p=0,614).
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Tabela 16. Biohemijski parametri kod bolesnika na hemodijalizi sa 1 bez hipertrofije leve

komore
Ispitivani parametri bez hipertrofije hipertrofija P
n=28 n=114

Urea (mmol/L) 23,39+5,75 25,78+5,81 0,084
Kreatinin (umol/L) 794,52+272.23 800,94+180,57 0,708
Mokraéna kiselina (umol/L) 412,33+87,79 402,40+99,22 0,634
Holesterol (mmol/L) 4,71+1,17 4,68+1,23 0,922
HDL (nmol/L) 0,89+0,16 0,92+0,26 0,834
LDL (mmol/L) 2,75+0,89 2,75+0,89 0,879
Trigliceridi (mmol/L) 2,25+1,781 2,39+1,71 0,465
Glukoza (mmol/L) 5,21+1,28 6,05+2,82 0,135
Ukupni protein (g/L) 69,10+3,55 66,64+7,42 0,026
Albumini (g/L) 38,29+2.83 37,90+2,65 0,487
Broj leukocita x10°/L 7,21+£1,95 6,73+1,93 0,241
Broj eritrocita x10"%/L 3,37+0,39 3,42+0,52 0,624
Hemoglobin (g/1) 105,89+12,58 106,02+15,85 0,969
Hematokrit (%) 31,33+3,65 31,73+3,96 0,630
Broj trombocita x10°/L 185,25+67,97 178,78+61,72 0,627
Gvozde (umol/L) 15,93+19,62 12,44+10,26 0,609
UIBC (umol/L) 26,18+4,80 25,56+8,17 0,377
TIBC (umol/L) 38,53+6,24 37,18+7,04 0,712
Saturacija (%) 41,04+53,58 34,04+27,03 0,944
AST (U/L) 13,82+7,25 14,62+6,87 0,308
ALT (U/L) 21,324+22,86 19,18+10,58 0,486
GGT ) 43,44+61,35 34,91+£28,87 0,882
Kalijum (mmol/L) 5,57+0,69 5,93+0,83 0,036
Natrijum (mmol/L) 138,16+2,17 138,25+2,33 0,802
CRP (mg/L) 10,55+19,45 5,83+8.06 0,472

Vrednosti ukupnih proteina su bile znacajno nize u grupi bolesnika sa hipertrofijom leve komore
(Z=2,221; p=0,026). Vrednosti albumina su bile nize u grupi bolesnika sa hipertrofijom sli bez
znacajne razlike (Z=0,659; p=0,487). Nivo kalijuma je bio znacajno ve¢i medu bolesnicima sa
hipertofijom srca (t=2,117; p<0,001). Nivo natrijuma je bio ujednacen po grupama (Z=0,251;
p=0,802). Vrednost CRPa nije pokazala znacajnu razliku u grupama (p=0,472). Izmedu ostalih

ispitivanih parametara nije bilo znacajne razlike.
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Tabela 17. Standardni parametri mineralno-koStanog metabolizma kod bolesnika na

hemodijalizi sa i bez hipertrofije leve komore srca

Ispitivani parametri bez hipertrofije
n=28
Fosfor (mmol/L) 1,65+0,33
Kalcijum (mmol/L) 2,25+0,18
CaxP 3,72+0,79
Ca ALB korigovni (mmol/L) 2,31+0,28
PTH (pg/mL) 439,88+786,97
Alkalna fosfataza (U/L) 103,46+124,02

hipertrofija
n=114
1,58+0,49
2,25+0,27
3,51£1,17
2,35+0,44

252,57+316,59

75,80+36,28

p

0,187
0,424
0,167
0,610
0,794
0,537

Parametri mineralno koStanog metabolizma nisu se znacajnije razlikovali medu bolesnicima na

dijelizi koji su imali hipertrofiju leve komore i bolesnika bez hipertrofije: alkalna fosfataza

(p=0,537), fosfor (p=0,187), kalcijum (p=0,424), proizvod kalcijuma i fosfora (Ca x P)

(p=0,167), Ca ALB korigovni (p=0,610) i PTH (p=0,794).

Tabela 18. Novi parametri mineralno koStanog metabolizma kod bolesnika na hemodijalizi sa 1

bez hipertrofije leve komore srca

Ispitivani parametri bez hipertrofije
n=28
Klotho protein (pg/mlL) 356,32+484.,46
FGF23 (pg/mL) 3,20+1,99
Vitamin D (ng/mL) 30,18+13,61

hipertrofija

n=114

423,13+894,65

3,9243,28

27,68+11,99

0,891
0,400
0,292

U Tabeli 18. su prikazani novi parametri mineralno koStanog metabolizma uporedivani izmedu

grupe bolesnika koja je razvila hipertrofiju leve komore i bolesnika bez hipertrofije. Nijedan od

ispitivanih parametara nije pokazao statisticki zna¢ajnu razliku izmedu dve grupe bolesnika:

Klotho protein (Z=0,137; p=0,891), FGF23 (Z=0,842; p=0,400) i vitamin D (Z=1,054; p=0,292).
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5.4.1. Morfologija leve komore kod bolesnika na hemodijalizi u odnosu na genotipove i

alele Klotho genskih polimorfizama

Tabela 19. Distribucija genotipove i alele Klotho G-395A 1 Klotho C1818T polomorfizma kod

bolesnika sa i bez hiprtrofijom leve komore

SNP Klotho G- A alel 12(42,9) 33(28,9)

395A 0,156
G alel 16(57,1) 81(71,7)

SNP Klotho C alel 13(46,4) 40(35,1) 0.266

CI818T T alel 15(53,6) 74(64.,9) ’

Uporedujuci distribuciju hipertrofije leve komore u odnosu na polimorfizme Klotho gena nije

utvrdena statisti¢ki znacajna razlika ni u polimorfimu SNP Klotho G-395A (x>=2,009; p=0,156)

kao ni u polimorfizmu SNPK/lotho C1818T (¥*=1,236; p=0,266)

50,51%

3,3%

THC skor

M nulti
M prvi
i drugi

i tredi

Grafikon 5 | Distribucija ukupnog kalcijumskog skora (THCs)

Na grafikonu je prikazana distribucija bolesnika na hemodijalizi u odnosu na stadijum THCs koji

je odredivan kod 98 bolesnika. Najveci broj bolesnika je imao tre¢i stadijum THCs 50(51%),

potom drugi stadijum 32 (33%), pa prvi 13 (13%) i najmanji broj bolesnika nulti stadijum, njih 3

(3%).
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5.5. Korelacija i regresija novih parametara mineralno koStanog metabolizma

Tabela 20. Korelacioni koeficijent izmedu Klotho proteina i klini¢ko biohemijskih parametara

Ispitivani parametri r p Ispitivani parametri r p

Pol (muskarci/Zene) -0,146 0,111  Broj eritrocita -0,013 0,891
Starost -0,146 0,111 Hematokrit -0,116 0,208
HD start (godine) 0,081 0,381 Broj trombocita -0,011 0,908
HD staZ (meseci) -0,311 0,001 Gvozde 0,012 0,898
Rezidualna diureza 0,109 0,235 UIBC -0,014 0,882
Hipertenzija -0,019 0,839 TIBC 0,031 0,735
Seéerna bolest -0,024 0,793  Sat (%) 0,030 0,774
PusSenje -0,063 0,492 AST -0,139 0,130
Urea -0,029 0,750 ALT -0,074 0,423
Kreatinin -0,034 0,716 GGT -0,130 0,156
Mokraéna Kiselina 0,105 0,262 Kalijum -0,048 0,603
Holesterol -0,110 0,235 Natrijum -0,044 0,631
HDL 0,001 0,995 CRP -0,074 0,426
LDL -0,076 0,421  Alkalna fosfataza -0,021 0,820
Trigliceridi -0,089 0,337 Fosfor 0,197 0,032
Glukoza -0,009 0,926 Kalcijum -0,141 0,124
Ukupni proteini -0,144 0,118 CaxP -0,114 0,213
Albumini -0,004 0,962 Ca ALB korigovni -0,139 0,131
Broj leukocita -0,004 0,965 PTH 0,082 0,373

U Tabeli 20. su prikazne vrednosti koeficijenta korelacije izmedu Klotho proteina 1 klinicko
biohemijskih parametara. Statisticki znacajna negativha meduzavisnost Klotho proteina je
utvrdena sa hemodijaliznim stazom (r=-0,311; p=0,001), nivo Klotho proteina se znacajno
smanjuje sa svakom godinom dijaliznog staza (Grafikon 6). Vrednosti fosfora su u znacajnoj

pozitivnoj korelaciji u odnosu na nivo Klotho proteina (r=-0,197; p=0,032) (Grafikon 7).
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Grafikon 6 | Korelaciona analiza Klotho proteina i dijaliznog staza
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Grafikon 7 | Korelaciona analiza Klotho proteina i fosfora
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Tabela 21. Korelacioni koeficijent izmedu FGF23 i klinicko biohemijskih parametara

Ispitivani parametri r

Pol (muskarci/Zene) 0,198
Starost 0,198
HD start (godine) 0,154
HD staz (meseci) -0,152
Rezidualna diureza -0,152
Hipertenzija 0,018
Seéerna bolest 0,130
PuSenje 0,049
Urea -0,023
Kreatinin 0,004
Mokracna Kiselina 0,003
Holesterol -0,108
HDL -0,070
LDL -0,179
Trigliceridi -0,048
Glukoza 0,008
Ukupni proteini -0,012
Albumini -0,095
Broj leukocita -0,230

p

0,019
0,119
0,070
0,073
0,073
0,837
0,126
0,536
0,786
0,962
0,973
0,204
0,421
0,040
0,571
0,922
0,890
0,264
0,006

Ispitivani parametri

Broj eritrocita
Hematokrit

Broj trombocita
Gvozde

UIBC

TIBC

Sat (%)

AST

ALT

GGT

Kalijum
Natrijum

CRP

Alkalna fosfataza
Fosfor

Kalcijum

CaxP

Ca ALB korigovni
PTH

r

0,131
20,035
0,078
20,028
20,046
20,062
0,014
0,183
20,044
20,020
0,079
20,042
20,042
0,094
0,222
0,022
20,219
0,054
0,080

p

0,123
0,681
0,362
0,746
0,593
0,471
0,868
0,031
0,607
0,812
0,352
0,618
0,622
0,271
0,009
0,795
0,009
0,528
0,350

Korelaciona analiza izmedu FGF23 i klinicko biohemijskih parametara prikazana je u Tabeli 21.

Statisticki znaCajna meduzavisnost FGF23 je utvrdena sa polom (r=0,198; p=0,019), nivo FGF23

je znacajno vis$i medu zenama. Vrednosti LDL su u znacajnoj negativnoj korelaciji u odnosu na

nivo FGF23 (r=-0,179; p=0,040). Vrednosti leukocita znacajno opadaju sa porastom nivoa

FGF23 (r=-0,230; p=0,006). Vrednosti ASTa znacajno rastu sa porastom vrednosti FGF23

(r=0,183; p=0,031). Porastom vrednosti FGF23 znacajno opadaju vrednosti fosfora (r=-0,222;
p=0,009) (Grafikon 8), kao i vrednosti Ca x P (r=-0,219; p=0,009) (Grafikon 9).
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Grafikon 9 | Korelaciona analiza FGF23 1 Ca x P
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Tabela 22. Korelacioni koeficijent izmedu vitamina D i klinicko biohemijskih parametara

Ispitivani parametri r

Pol (muskarci/Zene) -0,196
Starost -0,047
HD start (godine) -0,028
HD staz (meseci) -0,030
Rezidualna diureza 0,075
Hipertenzija 0,041
Seéerna bolest 0,152
PusSenje -0,014
Urea 0,077
Kreatinin 0,066
Mokracna Kiselina -0,025
Holesterol 0,012
HDL 0,112
LDL -0,115
Trigliceridi 0,062
Glukoza -0,097
Ukupni proteini -0,076
Albumini 0,053
Broj leukocita 0,071

p

0,019
0,576
0,745
0,722
0,377
0,624
0,071
0,868
0,362
0,434
0,769
0,886
0,197
0,188
0,464
0,252
0,368
0,534
0,401

Ispitivani parametri

Broj eritrocita
Hematokrit
Broj trombocita
Gvozde

UIBC
TIBC

Sat (%)

AST
ALT
GGT

Kalijum
Natrijum

CRP

Alkalna fosfataza

Fosfor

Kalcijum

CaxP

Ca ALB korigovni

PTH

r

-0,028
-0,010
0,126
-0,059
0,014
0,003
-0,057
0,162
-0,032
-0,008
0,141
-0,034
0,183
-0,041
0,131
0,075
0,155
0,060
-0,009

p

0,740
0,903
0,136
0,485
0,864
0,971
0,503
0,055
0,706
0,922
0,095
0,690
0,030
0,625
0,123
0,377
0,066
0,476
0,920

Korelaciona analiza izmedu vitamina D i klini¢ko biohemijskih parametara prikazana je u Tabeli

22. Utvrdeno je da je nivo vitamina D ve¢i kod muskaraca (r=-0,196; p=0,019). Nivo CRPa je u

znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom vitamina D (r=0,181; p=0,030).
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Grafikon 10 | Korelaciona analiza vitamina D i CRP
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Tabela 23. Korelacioni matriks novih parametara mineralno koStanog metabolizma

Klotho protein - -0,101 0,263
0,243 0,002
FGF23 - -0,025
0,772
Vitamin D -

Medusobna korelacija izmedu novih parametara mineralno-koStanog metabolizma je data u
Tabeli 23. Statisticki znacajna pozitivna povezanost je utvrdena izmedu Klotho proteina i
vitamina D (r=0,263; p=0,002) (Grafikon 11).
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Grafikon 11 | Korelaciona analiza Klotho proteina i vitamina D
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5.6. Prediktivna vrednost parametara mineralno-koStanog metabolizma za nastanak
hipertrofije leve komore

ROC Curve
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Grafikon 12 | ROC kriva razli¢itih kombinacija klasi¢nih i novih parametara monerano-

kostanog metabolizma i SNP Klotho G-395A za nastanak hipertrofije leve komore

Osnovni model za nastanak hipertrofije leve komore kod bolesnika na hemodijalizi uklucivao je
osnovne parametra mineralno-kostanog metabolizma (Ca, P, ALP i PTH). Osnovnom modelu
smo dodali nove parametre moneralno-kostanog metabolizma (vitamin D, Klotho protein 1
FGF23) i A alel SNP Klotho G-395A, kako bismo procenili njihov doprinos predvidanju rizika.
Koriste¢i Delong-ovu metodu, uporedili smo svaki model sa osnovnim modelom, odnosno
pratlili smo porast povrSine pod krivom (AUC), ali i NRI 1 IDI parametre koji su procenjivali
performanse prediktivnih modela. (Grafikon 12. i Tabele 24). Dodavanjem FGF23 i SNP Klotho
G-395A dobijeno je poboljSanje modela, AUC od 0,569 na 0.724 (p=0,008) i poboljsana
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reklasifikacija pacijenata za 54,8% (95% CI 14,1-95,4%). Dodavanjem Klotho 1 SNP Klotho G-
395A dobijena je bolja prediktivna mo¢, AUC od 0,569 na 0.766 (p=0,008) uz poboljsanje neto
reklasifikacije na 60,5% (95% CI 20,8-100,2%). Najbolja predikcija za nastanak HLK kod nasih
bolesnika je postignuta dodavanjem sva tri nova parametra mineralno-kostanog metabolizma i
SNP Klotho G-395A; AUC je pokazala znacajno poboljSanje sa 0,569 na 0,806 (p <0,001) i
poboljsanje neto reklasifikacije za 82,1% (95% CI 42,9-121,3%) (Tabela 24).
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Table 24. Performanse prediktivnih modela za nastanak hipertrofije leve komore kod bolesnika na hemodijalizi

1 Basic (Ca+P+AF+PTH) 0.569 0.459-0.679 - - - - - -

2 Basict AlleleA 0.601 0.469-0.733 lvs.2 0.566 0.343  -0.068-0.753  0.102  0.025 -0.003-0.053  0.081

3 Basict+AlleleA+VitD 0.640 0.517-0.764 1vs.3 0.260 0.344  -0.071-0.759  0.104  0.027 -0.002-0.056  0.069

4 Basict+AlleleA+FGF23 0.724 0.615-0.833 1vs.5 0.008 0.548 0.141-0.954  0.008  0.118  0.059-0.177  <0.001

5 Basict+AlleleA+Klotho 0.766 0.652-0.880 1vs. 4 0.005 0.605 0.208-1.002  0.003 0.143  0.053-0.233 0.002

6 Basict+AlleleA+VitD+ 0.806 0.708-0.903 1vs. 6 <0.001 0.821 0.429-1.213  <0.001  0.220  0.112-0.328  <0.001
Klotho+FGF23

* De Long test
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5.7. Analiza prezivljavanja

Pacijenti na hemodijalizi su praceni 5 godina (60 meseci) kada su beleZeni tacan datum i uzrok
smrti na osnovu kojih je uradena analiza prezivljavanja. TrogodiSnje prezivljavanje svih
pacijenata je bilo 65,5%, ¢etvorogodiSnje prezivljavanje pacijenata je bilo 57,1%, a petogodisSnje
prezivljavanje je 47,9%. U petogodiSnjem periodu je umrlo 74 pacijenata (52,1%) na
hemodijalizi. Od kardiovaskularnih bolesti umrlo je 35 pacijenata, Sto predstavlja 47,3% od

ukupnog broja umrlih pacijenata, a 24,6% iz cele ispitivane populacije.

Tabela 25. Prezivljavanje bolesnika tokom ispitivanog perioda

Preziveli opSti mortalitet KV mortalitet
n (%) x+SG 95%CI n (%) n (% od preminulih)
3 godine 93 (65,5) 29,18+0,74 27,72-30,64 49 (34,5) 22 (44,9)
4 godine 81 (57,1) 36,66+£1,08 34,54-38,78 61 (42,9) 27 (44,3)
5godina 68 (47,9) 42,95+1,40  40,20-45,69 74 (52,1) 35(47,3)
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Grafikon 13 | Kaplan-Maier-ova kriva ukupnog prezivljavanja u petogodi$njem periodu
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Tabela 26. Klinicki i biohemijski parametri ispitanika prema smrtnom ishodu

Ispitivani parametri preZiveli umrli p
n=68 n=74

Pol (muskarcizene) 45/24 42/31 0,348
Starost (godine) 57,92+12,76 66,70+£10,88 <0,001
Urea (mmol/L) 25,0445,53 23,78+5,94 0,109
Kreatinin (umol/L) 775,39+130,56  806,70+210,04 0,001
Mokraéna Kkiselina (umol/L) 393,42+93,56 399,50+90,90 0,636
Holesterol (mmol/L) 4,77+1,27 4,49+1,23 0,103
HDL (mmol/L) 0,94+0,24 0,90+0,24 0,273
LDL mmol/L) 2,78+0,94 2,75+0,89 0,718
Trigliceridi (mmol/L) 2,32+1,45 2,06+1,61 0,081
Glukoza (mmol/L) 6,55+7,32 6,14+2,17 0,048
Ukupni protein (g/L) 67,34+7,40 66,86+4,81 0,093
Albumini (g/1) 38,07+£2,56 36,84+3,48 0,029
CRP (mg/L) 5,28+8,50 10,86+16,29 <0,001
Broj leukocita x10°/L 6,56+1,88 7,27+2,27 0,012
Broj eritrocita x10%/L 3,39+0,48 3,38+0,50 0,476
Hemoglobin (g/L) 105,01+£16,41 104,82+13,89 0,589
Hematokrit (%) 33,3444,14 31,19+3,91 0,355
Broj trombocita x10°/L 178,35+57,51 189,36+71,81 0,094
Gvozde (umol/L) 13,32+14,11 11,94+5,73 0,672
AST U/L) 14,40+9,39 14,24+5,89 0,302
ALT (U/L) 12,05+9,69 12,53+8,28 0,539
GGT (un) 32,78+35,16 47,10+68,70 0,016

U tabeli 26. prikazana su poredenja klinicko biohemijskih parametara izmedu preminulih i
prezivelih bolesnika na hemodijalizi u petogodisSnjem periodu. Nije utvrdena znacajna
povezanost izmedu pola i ishoda praéenja bolesnika (}*=0.882; p=0,348). Utvrdeno je da su
bolesnici koji su preminuli bili statisticki znacajno stariji u poredenju sa prezivelim bolesnicima
(t=2,848; p<0,001). Vrednosti kreatinina su bile znacajno viSe medu umrlim bolesnicima
(t=2,144; p=0,001). Nivo glukoze je bio nizi kod preminulih bolesnika (Z=1.978; p=0,048)
Utvrdeno je da je nivo albumina (Z=2,179; p=0,010) bio znacajno nizi kod preminulih ispitanika.
CRP je bio znacajno viSi medu bolesnicima koji su preminuli tokom petogodiSnjeg perioda
(Z=4.447; p<0,001). Takode je medu preminulima i nivo GGTa bio statisticki znacajno visi u
poredenju sa prezivelim bolesnicima (Z=2,407; p=004). Ostali ispitivani parametri nisu pokazali

statisticki znacajnu razliku.
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Tabela 27. Standardni parametri mineralno koStanog metabolizma ispitanika prema smrtnom

ishodu
Ispitivani parametri prezZiveli umrli p
n=68 n=74
Fosfor (mmol/L) 2,54+0,45 1,56+0,46 0,908
Kalcijum (mmol/L) 2,19+0,22 2,2440,25 0,453
CaxP 3,35+1,12 3,47+1,13 0,829
Ca ALB korigovni (mmol/L) 2,22+0,37 2,31+0,26 0,196
PTH (pg/mL) 243,42+280,83  321,42+516,44 0,764
Alkalna fosfataza (U/L) 76,78+47,14 93,51+73,75 0,006

Parametri mineralno koStanog metabolizma u odnosu na ishod pracenja tokom petogodiSnjeg
perioda su prikazani su u Tabeli 27. Jedini parameter koji se statisticki znacajno razlikovao medu
ispitivanim grupama je bila alkalna fosfataza koja je bila znatno visa kod umrlih bolesnika

(Z=2,770; p=0,006).

Tabela 28. Novi parametri mineralno kostanog metabolizma ispitanika prema smrtnom ishodu

Ispitivani parametri preZiveli umrli p
n=68 n=74

Klotho protein (pg/mL) 445,93+602,88 209,81+277,39 <0,001

FGF23 (pg/mL) 3,69+3,08 3,61+2,44 0,533

Vitamin D (ng/mL) 29,33+12,75 23,27+11,81 <0,001

Od novih parametara koStano mineralnog metabolizma utvrdeno je da je nivo Klotho proteina
bio znacajno nizi kod preminulih bolesnika u poredenju sa prezivelima (Z=4,008; p<0,001). Nije
bilo znacajne razlike u nivou FGF23 (p=0,533). Vitamin D je kod preminulih bolesnika bio

znacajno nizi u poredenju sa prezivelima nakon petoogodisnjeg pracenja (Z=3,718; p<0,001).
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Tabela 29. Distribucija genotipova ispitivanih Klotho polimorfizama u odnosu na smrtni ishod

Ispotivani polimorfuzmi umrli p
n=74
A alel (AA+GA) 31(43,0)
G-395A " atel (GG) 42(57,0) 0,637
C alel (CC) 27(37,2)
CISIST T alel (CT+TT) 46(62,8) 0,255

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu genotipova Klotho G395A polimorfizma u odnosu
na smrtni ishod kod bolesnika na hemodijalizi (¥>=0,223; p=0,637) (Tabela 29). Takode nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova Klotho 1818T prema smrtnom

ishodu kod bolesnika na hemodijalizi (y*=1,294; p=0,255).

Tabela 30. PreZivljavanje u odnosu na distribuciju genotipova ispitivanih Klotho polimorfizama

Ispotivani polimorfuzmi X SG 95% CI Log Rank p
A alel (AA+GA) 44,90 2,27 40,46-49,35
G-395A G alel (GG) 41,79 1,77 38,31-45,27 3,106 0,078
C1818T C alel (CC) 43,91 2,21 39,57-48,24 0.254 0.614
T alel (CT+TT) 42,35 1,81 38,80-45,89

Prosecno petogodisnje prezivljanje nosioca A alelea je bilo 44,90+2,27 meseci sa 95%CI (40,46-
49,35 meseci), dok je kod nosioca G alela prezivljlavanje iznosilo 41,79+1,77 meseci sa 95%CI
(38,31-45,27 meseci). Log rank testom nije utvrdena znacajna razlika u duzini prezivljavanja

prema distribuciji genotipova Klotho G395A (Logrank=3,106, p=0,078) (Grafikon 15).

Prose¢no petogodiSnje prezivljaanje nosioca C alelea je bilo 43,90+2,27 meseci sa 95%CI
(39,57-48,24 meseci), dok je kod nosioca T alela prezivljavanje iznosilo 42,35+1,81 meseci sa
95%CI (38,80-45,89 meseci). Log rank testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
prezivljavanju u odnosu na distribuciju genotipova Klotho C1818T (Logrank=0,254, p=0,614)
(Grafikon 16).
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Tabela 31. Prezivljavanje u odnosu na prisustvo hipertrofije leve komore

Bez hipertrofije 12 (33,0) 51,76 2,42 47,00-56,51

1,618 0,203
Sa hipertrifijom 61 (58,0) 46,92 1,79 43,39-50,43

Nije postojala statisticki znacajna razlika u distribuciji preminulih blesnika u odnosu na prisustvo
hipertrofije (¥*=0,721; p=0,396) (Tabela 31). Log rank testom je pokazano da nema statisticki
znacajne razlika u petogodiSnjem prezivljavanju bolesnika u odnosu na hipertrofiju leve komore

srca (Logrank=1,618, p=0,203) (Grafikon 17)
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Tabela 32. PreZivljavanje u odnosu na THC skor

. Umrli X SG
Stadijumi =48

0il 2(12,5) 57,38 1,76

2i3 46(56,1) 42,17 2,17

*THCs raden kod 98 bolesnika

95% CI Log
Rank

53,93-60,82
8,362

37,92-46,43

0,004

Bolesnike smo podelili u dve grupe prema THC skoru: prvu grupu su ¢inili bolesnici sa nultim i

prvim stadijumom, a drugu grupu sa drugim i tre¢im stadijumom THC skora. Prosecno

prezivljavanje kod bolesnika sa nultim i prvim stepenom je bilo 57,38+1,76 meseci sa 95%CI

(53,93-60,82 meseci), a kod bolesnika sa drugim i tre¢im stepenom 42,17+2,17 meseca sa

95%CI (37,92-46,43meseci). Log rank testom je utrvdeno da postoji statisticki znacajna razlika

u petogodiSnjem prezivljavanju izmedu ovih grupa (Logrank=8,362, p=0,004) (Grafikon 18)
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Tabela 33. Coxova regresiona analiza za ukupnu smrtnost - univarijantna logisticka regresiona

analiza klini¢kih i biohemijskih parametara

Ispitivani parametri

Pol (muskarci)
Starost
Urea
Kreatinin

Mokracna Kkiselina

Holesterol
HDL

LDL
Trigliceridi
Glukoza

Ukupni protein

Albumini
CRP

Broj leukocita
Broj eritrocita

Hemoglobin
Hematokrit

Broj trombocita

Gvozde
AST
ALT

HR

1,111
1,046
0,978
0,999
1,000
0,837
0,648
0,925
0,910
0.990
0,989
0,882
1,020
1,134
0,957
1,000
0,985
1,002
0,990
0,999
0,998

95%ClI

0,762-1,620
1,028-1,064
0,947-1,010
0,998-1,000
0,998-1,003
0,712-0,984
0,283-1,484
0,743-1,151
0,794-1,042
0,951-1,030
0,967-1,013
0,830-0,937
1,009-1,031
1,0036-1,242
0,801-1,145
0,988-1,012
0,951-1,019
0,999-1,005
0,951-1,030
0,993-1,005
0,986-1,010

P

0,583
0,010
0,181
0,063
0,691
0,032
0,305
0,483
0,173
0,613
0,367
<0,001
<0,001
0,007
0,634
0,983
0,380
0,214
0,613
0,879
0,750

U Tabeli 33. su prikazane prediktivne vrednosti klinickih i1 biohemijskih parametara u odnosu na

ukupnu smrtnost pacijenata. Kao nezavisni prediktori smrtnosti su se izdvojili slede¢i markeri:
starost (HR=1,111, p=0,010), holesterol (HR=0,837; p=0,032), koncentracija albumina (HR
0,882, p<0,001), koncentracija CRPa (HR=1,020, p<0,001) i broj leukocita (HR=1,134,

p=0,007).
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Tabela 34. Coxova regresiona analiza za ukupnu smrtnost - univarijantna logisticka regresiona
analiza standardnih parametara mineralno-kostanog metabolizma

Fosfor 0,968 0,859-1,090 0,586
Kalcijum 1,449 0,695-3,018 0,322
CaxP 0,989 0,956-1,023 0,531
Ca ALB korigovni 2,230 1,196-4,160 0,012
PTH 1,000 1,000-1,001 0,141
Alkalna fosfataza 1,003 1,001-1,005 0,014

U tabeli 34. su prikazane prediktivne vrednosti standardnih parametara mineralno-kostanog
metabolizma u odnosu na ukupnu smrtnost pacijenata. Kao nezavisni prediktor smrtnosti su se
pokazale vrednosti alkalne fosfataze (HR=1,003, p=0,014) i Ca korigovanog za albumin
(HR=2,230, p=0,012).

Tabela 35. Coxova regresiona analiza za ukupnu smrtnost - univarijantna logisticka regresiona
analiza novih parametara mineralno-kostanog metabolizma

Klotho protein 0,995 0,993-0,997 <0,001
FGF23 1,161 1.046-1,289 0,005
Vitamin D 0,972 0,956-0,988 0,001

U analizi ukupne petogodiSnje smrtnosti svi novi parametari mineralno-kostanog metabolizma su
se pokazali kao statistiCki znacajni prediktori: Klotho protein (HR=0,995; p<0,001), FGF
(HR=1,161, p=0,005), Vitamin D (HR=0,972, p=0,001).

Tabela 36. Coxova regresiona analiza za ukupnu smrtnost - model multivarijantne logisticke
regresione analize

AF 1,003 1,000-1,006 0,091
Ca ALB korigovni 2,630 0,952-7,263 0,062
Vitamin D 1,015 0,991-1,041 0,220
Klotho protein 0,993 0,989-0,997 0,001
FGF23 1,178 1,050-1,320 0,005
THCs 1,896 1,217-2,954 0,005
LP 1,013 0,962-1,068 0,620

LP — leva pretkomora
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Kombinacijom statisti¢ki znacajnih parametara klasi¢nih i novih parametara mineralno-kostanog
metabolizma i ehokardiografskih parametara konstruisali smo model Coxove regresione analize
na ukupnu smrtnost bolesnika na hemodijalizi. U modelu su se kao statisticki znacajni prediktori
izdvojili slede¢i faktori: Klotho protein (HR=0,993; p=0,001), FGF23 (HR=1,178; p=0,005) 1
THC (HR=1,896; p=0,005).

Tabela 37. Coxova regresiona analiza za kardiovaskularnu smrtnost - model multivarijantne
logisticke regresione analize

Ispitivani parametri HR 95%Cl1 p

AF 1,004 1,001-1,007 0,016
Vitamin D 0,998 0,969-1,428 0,878
THCs 2,128 1,059-4,276 0,034

Kombinacijom statisticki znacajnih parametara klasi¢nih i1 novih parametara mineralno-kostanog
metabolizma 1 ehokardiografskih parametara konstruisan je model Coxove regresione analize za
kardiovaskularnu smrtnost bolesnika na hemodijalizi. Modelu su ¢inili AF, Vitamin D i THC.
Statisticku znacajnost u modelu su zadrzale AF (HR=1,004; p=0,016) i THC (HR=2,128;
p=0,034).
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6. DISKUSIJA




Hroni¢na bubrezna insuficijencija je sistemska bolest, od koje boluje sve vecéi broja bolesnika
Sirom sveta, stoga poslednjih decenija dostize razmere epidemije. NajéeS¢a metoda zamene
bubrezne funkcije kod bolesnika sa HBI je hemodijaliza [222]. Bolesnici na hemodijalizi imaju
veliki broj komorbiditeta, ali 1 visoku stopu smrtnosti, naj¢esc¢e kao posledica kardiovaskularnih
bolesti, odnosno uremijske kardiomiopatije, ateroskleroze i vaskulopatije [205]. U etiopatogenezi
kardiovaskularnih komplikacija uklju¢eno je nekoliko faktora rizika kao §to su inflamacija,
oksidativni stres, endotelna disfunkcija i vaskularne kalcifikacije, ali i genetski faktori takode

mogu igrati znacajnu ulogu [223].

6.1. Standardni parametri mineralno-koStanog metabolizma kod bolesnika na hemodijalizi
U naSem istraZivanju u grupi bolesnika na HD, analizom ispitivanih biohemijskih parametara,

zabeleZene su znacajno vise koncentracije azotnih produkata u poredenju sa kontrolnom grupom.
Bolesnici na HD imaju izrazen anemijski sindrom, znaajno snizene vrednosti ukupnog
holesterola 1 povisene vrednosti triglicerida, snizene vrednosti ukupnih proteina i albumina, kao 1
znaajnu hiperkalijemiju. U skladu sa na$im rezultatima je i istrazivanje sprovedeno u istom
hemodijaliznom centru kod 153 bolesnika, gde je analizirana prediktivna vrednost parametara
malnutricije (albumini), inflamacije (CRP i serumskog amiloida) i endotelne disfunkcije
(asimetri¢nog dimetilarginina) za mortalalitet, gde su se izmedu ostalog, hipoalbuminemija i

poviSene vredosti CRPa istakle kao znacajni faktori rizika [224].

Poredenjem standardnih parametara mineralno-kostanog metabolizma nase istraZivanje je
pokazalo da bolesnici na HD imaju znacajno povisene vrednosti fosfata, PTH i alkalne fosfataze,
a snizene vrednosti kalcijuma u poredenju sa ispitanicima iz kontrolne grupe. Najznacajnija
razlika izmedu ispitivanih grupa je bila hiperfosfatemija. Ovakvi podaci su u skladu sa
literaturnim podaciima, koji istucu da se izrazena hiperfosfatemija primecuje kod uznapredovale
bubrezne bolesti, §to ukazuje da se homeostaza fosfata odrzava do 4-5 stadijuma HBI [53].
Smanjenjem broja funkcionalnih nefrona povecava se izluCivanja fosfata po nefronu, Sto se
postize povecanjem koncentracije FGF23, koji pocinje da se povecava u ranima stadijumima
HBI. Pove¢anje FGF23 dovodi do smanjenja 1,25-dihidroksivitamina D, koji potom povecava
koncentraciju paratireoidnog hormona. Stoga se FGF23 moze smatrati okidacem CKD-MBD

poremecaja, u nastojanju da se elimini$e viSak unetih fosfata u odnosu na preostali broj nefrona.
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Zbog toga treba razmotriti restrikciju fosfata ¢ak i kod normofosfatemicnih bolesnika sa HBI i

poviSenim vrednostima FGF23 kako bi se izbegle ili ublazile posledice CKD-MBD [225].

CKD-MBD nastaje kao kompenzatorni odgovor FGF23-Klotho sistema zbog viska unetih
fosfata, koji pokrecu kaskadu Stetnih efekata na razliCite organe i1 sisteme [226]. Japanski
istraziva¢ Makoto Kuro-o, koji je otkrio Klotho gen, patolosko stanje nastalo kao posledica viska
fosfata naziva fosfatopatija. Ovo stanje se moze javiti samo kod visih organizama koji imaju
Klotho gen, i pruza nove uvide u molekularne mehanizme starenja kod ljudi, i mehanizme

progresije hroni¢ne bubrezne insuficijencije [194].

Fosfaturi¢na aktivnost FGF23 zasniva se smanjenju reapsorpcije fosfata redukcijom natrijum
zavisnog transportera fosfata tipa Il a/c (NaPT2a i NaPT2c) na apikalnoj membrani proksimalnih
tubula [227]. Kontraregulatorna aktivnost FGF23 na 1,25-dihidroksivitamin D (kalcitriol)
zasniva se na suzbijanju ekspresije la-hidroksilaze neophodne za sintezu 1,25-dihidroksivitamina
D i indukcije ekspresije 24-hidroksilaze koja je odgovorna za razgradnju 1,25-dihidroksivitamina
D [227]. Stoga kod miSeva kod kojih nedostaje FGF23 ili Klotho dolazi do zadrzavanje fosfata,
usled poremecaja njihove urinarne ekskrecije i intoksikacija vitaminom D, usled povecane
sinteze 1 smanjene razgradnje kalcitriola. Iz navedenog proizilazi pitanje Sta je odgovorano za
ubrzano starenje, zadrZavanje fosfata ili intoksikacije vitaminom D, te su sprovedena istrazivanja
na miSevima kojima nedostaje FGF23 ili Klotho, koji imaju fenotip slian starenju [84, 228,
229]. Kako bi se odgovorilo na pitanje, sprovedena su istrazivanja na zivotinjama koje su
podvrgavane dijeti sa malo vitamina D, vrSena je ablacija gena za vitamina D receptora ili
Cip27bl, s§to je dovelo do smanjenja koncentracije fosfata u serumu, ali nije iskljucena
moguénost da zadrzavanje fosfata ubrzava starenje. U drugim studijama miSevi su podvrgavani
dijeti sa manje fosfata ili je vrSena ablacija gena za NaPT2a [230, 231], Sto je sprecilo
zadrzavanje fosfata i dovelo do poboljSanja tegoba koje su nastale u sklopu sindroma slicnog
starenju. Ovo ukazuje da je zadrzavanje fosfata, a ne intoksikacija vitaminom D, prvenstveno
odgovorno za ubrzano starenje. Medutim, primeceno je da svi misevi kojima nedostaje FGF23 ili
Klotho nemaju identi¢an fenotip onom koji nastaje prirodnim tokom starenja. Stoga je

predloZzeno da se sindrom slican satrenju nazove fosfatopatija, Sto predstavlja stanje koje

| 109



karakteriSe fenotip slican starenju gde ogranicenjem unosa fosfata dolazi do poboljSanja

klini¢ko-biohemijskih parametara [14].

Fosfatopatija se sre¢e kod bolesnika sa hroni¢nom bubreznom insuficijencijom. Ovi bolesnici
imaju vaskularne kalcifikacije, hipertrofiju leve komore, pove¢anu smrtnost, zatim osteopeniju 1
sarkopeniju povezanu sa smanjenom ekspresijom Klotho proteina [232]. Pokazano je da
progresijom HBI kod bolesnika nastaje hiperfosfatemija, dok primenom terapije za snizavanje
fosfata dolazi do poboljsanja njihovih rezultata i klini¢ke slike [41, 233]. Cinjenica da pacijenti
sa HBI i miSevi sa nedostatkom Klotho proteina dele mnogo zajednickih karakteristika doveli su

do ideje da se HBI moze posmatrati kao klini¢ki model ubrzanog starenja [234].

Visoke koncentracije ekstracelularnog fosfata su toksi¢ne za celije, kod vaskularnih endotelnih
¢elija, ukoliko su gajene u medijumu sa visokim procentom fosfata, dolazi do apoptoze, dok
vaskularne glatko-miSiéne Celije dozivljavaju osteoblastnu transformaciu [145]. Verovalo se da
je za nastanak kalcifikacija neophodan ulazak fosfata u ¢eliju preko natrijum zavisnog fosfatnog
transportera tipa III (NaPT3) [235, 236]. Medutim, nedavna studija gde su koriS¢ene celije sa
mutiranim / blokiranim NaPT3 transporterima je pokazala da vaskularne glatko-miSiéne ¢elije
ipak imaju sposobnost da razviju kalcifikacije u medijumu sa visokim procentom fosfata [149,
237]. Ova zapazanja su u surotnosti sa prethodnom teorijom, da je za kalcifikaciju potreban

ulazak fosfata u ¢eliju.

Uobicajeni medijumi za kulturu tkiva sadrze oko 1 mM fosfata i oko 2 mM kalcijuma. Te
koncentracije su sli¢ne serumskim koncentracijama kod ljudi i blizu su granice rastvorljivosti.
Stoga, dodavanje fosfata medijumu moze izazvati stvaranje taloga kalcijum-fosfata (CaP). CaP
precipitati imaju sposobnost indukcije ¢elijskog ostecenja 1 urodenih imunskih odgovora [144,
146, 147]. U medijumu koji sadrzi serum, CaP precipitati apsorbuju serumski protein fetuin-A 1
sprecavaju formiranje velikih kristala. Dolazi do spontane agregacije ovih molekula fetuina A
napunjenih CaP i1 formiranja nanocestica, koje su dispergovane u medijumu kao koloidi,
oznacene su kao Cestice kalciproteina (CPP) [238]. Iako su manje aktivni od taloga neorganskog
CaP, cestice CPP takode mogu izazvati Celijsko oStec¢enje [144]. 1z ovoga proizilazi pitanje ko je

odgovoran za toksicnost fosfata, rastvorljivi fosfat ili nerastvorljivi CaP?
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Nekoliko studija pokazuje da je nerastvorljivi CaP osnovni ,krivac* za Stetne efekte fosfata.
Najpre, osteoblastna transformacija glatko-miSi¢nih ¢elija je indukovana nerastvorljivim CaP bez
povecanja koncentracije fosfata [146, 147]. Kalcifikacija glatko-miSi¢nih ¢elija indukovana
visokim procentom fosfata u medijumu je izostala nakon uklanjanja nerastvorljivog CaP iz
medijuma centrifugiranjem [23]. PoSto nerastvorljivi CaP u krvi ne postoji kao talog
neorganskog CaP, ve¢ kao CPP, nedavna klinicka ispitivanja pokazala su da nivo CPP u serumu
raste padom bubrezne funkcije, i povezan je sa poveéanom arterijskom kruto$céu, vaskularnim
kalcifikacijama i1 hroni¢nom inflamacijom nezavisno od bubrezne funkcije [153, 154]. S obzirom
na sposobnost CPP da indukuje kalcifikaciju glatko-miSiénih ¢elija i urodene imune odgovore in

vitro, CPP se moZze smatrati patogenim ¢iniocem ali i novom terapijskom metom fosfatopatije.

Vec¢ je pokazano da je fosfat vaskularni toksin kod bolesnika sa HBI, i da koncentraciju fosfata u
serumu odreduje ravnoteza izmedu apsorpcije iz creva, razmena s kostima i izlu€ivanje putem
bubrega. Nekoliko endokrinih faktora koordinira ove procese: vitamin D, PTH, FGF23 i Klotho
protein. Za razliku od PTH i FGF23, koncentracije fosfata u serumu povecavaju se tek sa
progresijom HBI (kada JGF padne ispod 30 ml/min/1,73 m?) [239]. Samim tim ako se HBI
smatra stanjem prevremenog starenja, poremeceni metabolizam fosfata mogao bi da bude glavni
pokretac [215, 240]. Iako je hiperfosfatemija u HBI povezana sa vaskularnim kalcifikacijama,
endotelnom disfunkcijom, HLK, progresijom HBI i bolestima kostiju, nije jasno da 1li sama
koncentacija fosfata ili kompenzatorni endokrini odgovor povezan sa hiperfofatemijom dovode
do Stetnih ishoda [241, 242]. Kontrola hiperfosfatemije je glavni terapijski cilj kod pacijenata sa
uznapredovalom HBI, prevashodno na HD. Terapija se fokusira na ogranicavanju apsorpcije
fosfata iz hrane u gastrointestinalnom traktu, primenom oralnih vezivaca fosfata ili blokatora
transporta fosfata u crevima [243]. Klinicke studije koje su ispitivale efikasnost terapijskih
protokola ili kombinaciju viSe njih su pokazale obecavajuce rezultate Sto se ti¢e biohemijskih
pokazatelja, ali nisu pokazale korist za prezivljavanje [244, 245]. Visoke koncentracije fosfata u
cirkulaciji, ¢ak 1 unutar normalnih opsega, u opstoj populaciji su povezane sa povecanim rizikom
za razvo] HBI, kardiovaskularnim morbiditetom i mortalitetom [246, 247]. Ovi podaci
naglaSavaju da bi osobe sa relativno ocuvanom funkcijom bubrega takode mogle imati koristi od
ograniCenja fosfata, $to se moze posti¢i smanjenim unosaom fosfata ishranom [248]. Ipak,

studije koje istrazuju povezanost izmedu unosa fosfata ishranom i teskih ishoda (opsteg ili
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kardiovaskularnog mortaliteta) nisu dale jasne rezultate. Pojedine opservacione studije pokazale
su pozitivnu povezanost, dok su druge pokazale ¢ak negativnu povezanost [249, 250]. Stoga se
moraju razmotriti alternativne moguénosti, na primer, da hiperfosfatamija ukazuje na prisustvo
drugog Stetnog bioloSkog procesa ili da strategije za kontrolu hiperfosfatamije imaju dodatne,
nezapazene sporedne efekte, kao Sto je pothranjenost, nakon ogranicenja unosa proteinskih
namirnica bogatih fosfatima ili porast kalcijuma, usled upotrebe kalcijumskih vezivaca fosfata

[251, 252].

Cekaju¢i dodatne dokaze iz prospektivnih studija, bolesnicima treba savetovati ogranitenje
konzumiranja anorganskog fosfata, a ne organskog fosfata, koji se pretezno nalazi u visoko
proteinskim namirnicama. Ovaj pristup moze spreciti nezeljene efekte kao Sto je pothranjenost.
Unos anorganskog fosfata znatno se povecao u poslednjoj deceniji zbog njegove nerestriktivne
upotrebe kao aditiva u hrani za pojc¢avanje ukusa i kao konzervansa. U zemljama sa visokim
prihodima ovi aditivi za hranu mogu da dovedu do dnevnog unosa od 300-1000 mg [253].
Bolesnici sa niskim socioekonomskim statusom posebno su u opasnosti od prekomernog unosa
fosfata, zbog konzumiranja velike koli¢ine jeftine hrane, bezalkoholnih pi¢a i1 preradevina
obogacenih fosfatima [254]. Visok unos fosfata ishranom ne mora nuzno rezultirati visokim
koncentracijama fosfata u serumu. Ipak konzumiranje neorganskog fosfata moze izazvati
prolaznu postprandijalnu hiperfosfatemiju zbog velike bioraspolozivosti. Analogno bolesnicima
sa hipervolemijom ili hipertenzijom, koji imaju najvise koristi od smanjenja unosa soli, osobe sa
blago smanjenom bubreznom rezervom (stariji ljudi, pacijenti sa dijabetesom, pocetni stadijumu
HBI i donori bubrega) verovatno ¢e imati najviSe koristi od ograni¢enja unosa fosfata.
Istrazivanja su pokazala da je edukacija bolesnika u terminalnom stadijumu bubrezne slabosti za
izbegavanje hrane sa aditivima koji sadrze fosfate rezultiralo umerenim poboljSanjima

hiperfosfatemije [255-258].

6.2. Novi parametri mineralno-kosStanog metabolizma i varijacije u genu za Klotho protein
kod bolesnika na hemodijalizi

U nasem istrazivanju izvrsili smo genotipizaciju bolesnika i ispitanika iz kontrolne grupe za dva
polimorfizma u Klotho genu (SNP Klotho G-395A 1 SNP Klotho C1818T). Dobijeni rezultati

ukazuju da nije bilo znacajne razlike u distribuciji genotipova i alela ispitivanih polimorfizama
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poredenjem bolesnika na hemodijalizi i ispitanika iz kontrolne grupe. Imajuéi u vidu malu
zastupljenost AA genotipa SNP Klotho G-395A u naSoj populaciji bolesnika na HD, sve
ispitanike smo svrstali u dve grupe, nosioce mutiranog alela u jednu, i bolesnike sa divljim
genotipom u drugu grupu. Nosioci A alela (genotipovi AA 1 GA) bili su zastupljeni sa 31,7%, u
odnosu na bolesnike koji nisu imali A alele u genotipu (drugu grupu ¢inili su bilesnici sa GG
genotipom). Za razliku od nasih rezultata u istrazivanju Zeng 1 saradnika distribucija nosioca A
alela u krajnjem stadijumu bubrezne bolesti iznosila je 63,5% u poredenju sa 40% kod zdravih
dobrovoljaca [259]. U studiji Shimoiama distribucija nosioca A alela kod zdravih ispitanika
iznosila je 31,9% [260]. Iz navedenog prizilazi da je poznavanje populacione genetike znacajno,
1 u domenu mineralno-kostanih poremecaja i kardiovaskularnih komplikacija kod bolesnika na

hemodijalizi, upravo zbog etnickih razlika u distribuciji alela i genotipova.

U naSoj populaciji nije bilo razlike u starosnoj strukturi izmedu grupa u odnosu na alele SNP
Kloto G395A. Medutim, nosioci A alela bili su znacajno duze na hemodijalizi, a kao znacajno
mladi su zapoceli hemodijalizno lecenje, Sto ide u prilog hipotezi da su imali brzu progresiju HBI
u poredenju sa nosiocima G alela. U skladu sa naSim rezultatima, korejska studija je pokazala da
nosioci A alela pokazuju vecu verovatnocu da dostignu terminalni stadijum HBI i smrtni ishod u
poredenu sa nosiocima G alela [261]. U nedavno objavljenoj studiji na pedijatrijskoj populaciji
kod bolesnika na hemodijalizi zastupljenost GA + AA genotipova Klotho G395A polimorfizma
je bila znatno veca u odnosu na GG genotip. Ucestalost A alela bila je znatno veca kod
pacijenata u poredenju sa kontrolnom grupom zdravih ispitanika, Sto moze ukazati na to da su
nosioci A alela u predispoziciji za razvoj terminalnog stadijuma bubrezne slabosti [260], Sto
potvrduje naSu hipotezu, da nosioci A alela imaju brzu progresiju HBI. To se moze objasniti
pretpostavkom da se proteini oslabljeno vezuju za Klotho promoterski region zbog G/A
supstitucije, 1 da nocioci A alela formiraju manje DNK-proteinskih kompleksa nego u slucaju G
alela, Sto rezultra smanjenom sintezom Klotho proteina. Navedena studija pokazuje znacajno
vecu ucestalost GG genotipa 1 G alela u kontrolnoj grupi, Sto sugeriSe na to da je G alel, divlji

tip, protektivan za razvoj terminalnog stadijuma bubrezne slabosti.

U naSem istraZivanju poredenjem novih parametara mineralno-koStanog metabilizma sa

ispitanicima iz kontrolne grupe, pokazano je da bolesnici na HD imaju znacajno povisene
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koncentracije FGF23, a sniZene koncentracije vitamina D 1 Klotho proteina. Literaturni podaci
pokazuju da nedostatak Klotho proteina znacajno povecava apoptozu u kulturama endotelnih
¢elija i ¢elija bubrega, ali 1 da Klotho ima povoljne efekte na oSteéenja izazavana oksidativnim
stresom [262]. Pored toga, nedostatak Klotho protina nepovoljno utie na regeneraciju bubrega
nakon ishemijskih oste¢enja u eksperimentalnim modelima. Klotho”~ miSevi pokazuju ozbiljne
abnormalnosti vaskularnog endotela, angiogeneze i vaskulogeneze, dok dodavanje Klotho
proteina znacajno poboljSava regenerativna svojstva ¢elija nakon ishemijskih ostecenja bubrega
[263]. Klotho je anti-inflamatorni modulator, preko NF-kB negativno uti¢e na proizvodnju

inflamatornih proteina poput MMP-9 (od engl. matrix metallopeptidase 9), IL-6 1 TNF-a [264].

Klotho protein povoljno uti¢e na renalna, ali i ekstrarenalna, oStecenja koja su nastala kao
posledica akutnog i hroni¢nog oStecenja bubrega [215]. Nedavno objavljena meta-analiza je
pokazala da je Klotho G-395A polimorfizam zna¢ajno povezan sa incidencijom HBI, posto su
nosioci A alela pokazali povecani rizik od kardiovaskularnih bolesti u poredenju sa
homozigotnim nosiocima G alela. Ovi nalazi naglasavaju zastitni uticaj Klotho proteina na
kardiovaskularni sistem, posebno kod bolesnika sa HBI, koji imaju smanjene koncentracije
Klotho proteina, kod kojih vaskularne kalcifikacije 1 uremijska kardiomiopatija (koja se
karakteriSe hipertrofijom leve komore i znacajnom fibrozom) predstavljaju najznacajnije
komplikacije [5], Sto je u skladu sa naSim rezultatima. U prilog ovome govori ve¢ pomenuta
studija [213], gde je pokazana veca zastupljenost nosioca A alela u grupi ESKD ispitanika sa
kardiovaskularnim komplikacijama, odnosno u grupi ispitanika sa HLK. Suprotno tome, nosioci
G alela bili su zastupljeniji u grupi bolesnika bez kardiovaskularnih komplikacija. Stoga se A
alel Klotho G-395A polimorfizma moze smatrati korisnim markerom progresije HBI, ali i
prediktorom kardiovaskularnih komplikacija kod bolesnika u terminalnom stadijumu bubrezne

slabosti.

Varijacije u genu za Klotho protein dovode do promena u aktivnosti Klotho proteina [260],
prema tome, polimorfni nosioci gena sintetiSu neznatno strukturno razli¢ite ciljne proteine koji
imaju razli¢it poluZzivot ili razli¢it afinitet vezivanja za receptore. U naSem istrazivanju, nosioci
A alela, Klotho G-395A polimorfizma, imali su zna¢ajno nize koncentracije Klotho proteina u

poredenju sa nosiocima G alela, §to je u skaldu sa podacima iz literature. Eksperimentalne studije
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na Zzivotinjama ukazuju da nedostatak Klotho gena dovodi do degenerativnih promena na
mnogim organima, smanjuc¢i oCekivani zivotni vek, $to dovodi do sindroma sliénom starenju, te
se ovaj gen moze okarakterisati kao anti-ageing gen [108]. Hroni¢na bubrezna slabost smatra se
prirodnim modelom ubrzanog starenja, jer gubitak bubreznog tkiva rezultira smanjenom
ekspresijom Klotho proteina, FGF23 se vezuje za FGF receptore smanjenim afinitetom, Sto
dovodi do smanjuje izlu€ivanje fosfata. Nosioci A alela u naSoj populaciji, pored smanjene
koncentracije Klotho proteina, imali su povisene koncentracije FGF23 i nivo fosfata, $to sugerise

da su izlozeni povecanom riziku od nezeljenih dogadaja na srce 1 krvne sudove.

Nekoliko studija je pokazalo korelaciju Klotho G-395A genskog polimorfizma i hipertenzije.
Rhee i saradnici su pokazali znatno visi sistolni krvni pritsak kod nosioca A alela [212]. Dok su
Vang 1 saradnici pokazali da polimorfizam G-395A moze biti povezani sa esencijalnom
hipertenzijom [260]. Elghoroury 1 saradnici objavili da je i sistolni i dijastolni pritisak bio veci
kod nosisoca GA 1 AA genotipova pre uklju€ivanja na hemodijalizu u odnosu na bolesnike sa
GG genotipom [213]. Za raliku od nasih rezultata, gde nije bilo zanacajnih razlika izmedu grupa
u odnosu na genotipove G-395A Klotho polimorfizma, u pogledu sistolnog, dijastolnog i
srednjeg arterijskog pritiska u trenutku uzimanja krvi (rezultati nisu prikazani), ali nije bilo ni

znacajnih razlika u distribuciji bolesnika sa hipertenzijom.

Drugi ispitivani polimorfizam u naSoj populaciji je SNP Klotho C1818T (rs564481), smesten u
egzonu 4 ljudskog Klotho gena, 1 povezan sa rizikom od vakularne disfunkcije, hipertenzije i
bolesti koronarnih arterija [218, 265, 266]. U naSoj ispitivanoj grupi nosioci T alela SNP Klotho
CI1818T (genotipovi CT i TT) su bili zastupljeniji u odnosu na nosioce C alela (CC genotip).
Hipertenzija je bila zastupljenija kod bolesnika sa CC genotipom, bez znac¢ajnih razlika u odnosu

na ostale ispitivane parametre.

Iako su podaci o Klotho genskom polimorfizmu ograniceni, vece razumevanje ovih interakcija
moze doprineti pronalasku novih terapijskih modaliteta. Ispitivanja na polju Klotho genskih
manipulacija mogu poboljsati morfoloske i funkcionalne promena na bubregu, nakon akutnih ili

hroni¢nih oSte¢enja bubrega, i posledicno smanjiti morbiditet i mortalitet. Ovo se pre svega
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odnosi na bolesnike sa hronicnom bubreznom slabos¢u i prate¢im kardiovaskularnim

komplikacijama.

6.3. Znacaj parametara mineralno-koStanog metabolizma za hipertrofiju leve komore kod
bolesnika na hemodijalizi

Jo$ osamdesetih godina proslog veka ehokardiografske studije su identifikovale strukturne
promene na srcu kod bolesnika na hemodijalizi koje su nazvane uremijska kardiomiopatija.
Danas su nove ehokardiografske tehnike omogucile analizu suptilnih subklini¢kih promena u
sr¢anoj geometriji 1 funkciji [216]. Ove promene mogu da predvide buduce kardiovaskularne
dogadaje, Sto je od velikog znacaja kod bolesnika na hemodijalizi, a sve sa ciljem sprecavanja

negativnih ishoda.

Mineralno-koStani poremecaji su Cesto prisuti kod bolesnika sa HBI ali i u opStoj populaciji.
Hiperfosfatemija povezana sa povecanim kardiovaskularnim mortalitetom, javlja se kod
bolesnika na hemodijalizi u mnogo mladoj starosnoj dobi u poredenju sa opstom populacijom
[267]. Kalcifikacije koronarnih arterija javljaju se kod mladih odraslih osoba sa malim rizikom
za kardiovaskularne bolesti, dok su kalcifikacije srcanih zalistaka povezane sa visokom
smrtnoS¢u kod osoba starije zivotne dobi, 1 kod osoba sa kongestivnom sréanom slabos¢u [197,
268, 269]. U naSem istrazivanju THC skor (od engl. Total Heart Calcification score) dobijen na
osnovu prisustva kalcifikcija na sr€anim zaliscima bolesnike deli u 4 grupe. Vise od 80%
bolesnika svrstano je u grupe sa srednjim i izrazenim kalcfikacijama, $to predstavlja visok rizik
za kardiovaskularne komplikacije. Na osnovu opservacionih studija smatra se da su vaskularne
kalcifikacije snazan prediktor kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta kod bolesnika sa HBI
[270]. Kod bolesnika u terminalnom stadijumu bubrezne bolesti koji se lece hemodijalizom
postoji 10-20 puta povecan rizik od kardiovaskularnog mortaliteta za u odnosu na opSu
populaciju [271]. U naSoj analizi prezivljavanja, preminuli bolesnici su imali statisticki znacajno
viSe vrednosti ehokardiografskog THC skora u odnosu na prezivele, dok se u mutivarijantnoj
regresionoj analizi THC skor izdvojio kao =znacajan prediktor kako opsteg, tako i

kardiovaskularnog mortaliteta.
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Hipertrofija leve komore je najces¢a kardiovaskularna komplikacija, koja je zastupljena kod 60—
80% bolesnika u terminalnom stadijumu HBI [272]. Najkarakteristi¢nije morfoloSke promene
koje se vide na srcu su prosirenje sréane Supljine 1 progresivno zadebljanje zidova leve komore,
koje su sve manje reverzibilne duzim ostankom na hemodijalizi [273]. Hipertrofija leve komore

nastaje u sklopu adaptivnog remodelovanja radi smanjenja pritiska na zidu komora [274].

U nasem istrazivanju hipertrofija leve komore je bila prisutna kod 80,3% bolesnika, od kojih je
koncentri¢na hipertrofija registrovana kod 62% od ukupnog broja ispitanika, odnosno kod 77,2%
u grupi bolesnika sa hipertrofijom. U istraZivanju sprovedenom u istom hemodijaliznom centru,
kod 104 bolesnika, koje je analziralo ulogu oksidativnog stresa na remodelovanje miokarda,
pokazano je da 75% boloesnika ima hipertrofiju leve komore, sto je uskalad u sa nasim

rezultatima [275].

Poredenjem standardnih parametara mineralno-kostanog metabolizma kod bolesnika sa i bez
hipertrofije leve komore, u nasoj ispitivanoj grupi nije bilo znacajne razlike. Takode, nismo
pokazali statisticki znaCajne razlike izmedu bolesnika sa razliCitim genotipovima, u oba
ispitivana polimorfizma. Treba istaknuti da je HLK izuzetno multifaktorski proces, a hipertenzija
vode¢i uzrok. Iako nije bilo znacajne razlike u distribuciji bolesnika sa hipertenzijom medu
ispitivanim grupama kod SNP Klotho G-395A, kardiovaskularni dogadaji su bili znacajno
zastupljeniji medu nosiocima A alela, Sto ukazuje da su bili izlozeni vedem riziku za

kardiovaskularni mortalitet.

Nekoliko studija je pokazalo da su promene u Klotho ekspresiji povezane sa razvojem
hipertrofije leve komore srca, ali jo§ uvek nisu svi mehnizmi u potpunosti jasni. Neki autori su
opisali HLK kod Klotho deficijentnih miSeva (bez stresa) u bazalnim uslovima [129, 276].
Suprotno tome, istrazivanje koje je koristilo isti model pokazalo je da u bazalnim uslovima ne
dolazi od sr¢ane abnormalnosti, dok u prisustvu B adrenergickog optere¢enja miSevi razvijaju
vecu hipertrofiju u poredenju sa misevima divljeg tipa [170]. Otkriveno je da su
kardioprotektivni Klotho efekti posredovani inhibitornim efektima na TRPC6 katjonske kanale
na povrsini kardiomiocita, te je kardioprotektivna uloga Klotho proteina u nastanku hipertrofije

dokazana i u in vitro eksperimentima [170]. To je pokazano i u drugim studijama, neonatalni
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kardiomiociti tretitani su angiotenzinom II radi indukovanja celijske hipertrofije. U prisustvu
Klotho proteina ¢elijska povrSina se smanjuje 1 dolazi do snizavanja nivoa BMHC proteina (od
engl. p myosin heavy chain), $to podrzava ideju da Klotho povoljno uti¢e na hipertrofiju [277].
Za razliku od literaturnih podataka, u nasem istraZivanju nije uoCena znacajna razlika u

koncentraciji Klotho proteina kod bolesnik sa i1 bez hipertrofije.

Iako je bubreg glavni izvor Klotho proteina, pokazano je da nakon izlaganja stresu i u srcu
postoji Klotho ekspresija. Shodno tome, opisano je da miSevi sa nedostatkom Klotho proteina ne
mogu da povecéaju sr¢anu frekvenciju pod stresom, sa posledi¢nom iznenadnom sréanom smréu
zbog disfunkcije sinoatrijalnog ¢vora (SA) [278]. Ova studija podrZzava ideju da je Klotho bitan
za normalnu funkcija SA ¢vora i adekvatan sréani ritam. Pored toga, nedavna studija je pokazala
da postoji Klotho ekspresija u miokardu ljudi, odnosno da je ekspresija Klotho smanjena u
bolesnika sa ve¢im rizikom od kardiovaskularnih bolesti [72]. Iako je mali broj klini¢kih studija
opisalo povezanost smanjenog nivoa Klotho proteina sa kardiovaskularnim mortalitetom u opstoj
populaciji, pojedine studije ukazuju na korelaciju izmedu nivoa Kotho proteina i starosti [279,
280], odnosno da je Klotho nezavisni prediktor opsSteg mortaliteta kod starije populacije [281].
Veruje se da je poviSen nivo Kloto proteina kod starijih ljudi povezan sa manjim rizikom od
razvoja kardiovaskularnih bolesti, ¢ak i1 nakon prilagodavanja za tradicionalnne faktori rizika za
kardiovaskularne bolesti [166]. Kod starijih bolesnika sa o¢uvanom ejekcionom frakcijom, ali sa
dijastolnom disfunkcijom leve komore, zabelezen je nizi nivo Klotho proteina. Zbog njegovih
anti-aging efekata ¢ini se da je Klotho deficit povezan sa kardiovaskularnim oSte¢enjem kod
bolesnika starije zivotne dobi. Ipak, potrebno je vise studija da bismo bolje razumeli ulogu

Klotha u srcu u uslovima stresa.

Hipertrofija leve komore i kardiomiopatija su usko povezane sa fibrozom. Nedavne studije
dovode u vezu hipertenzivahu bolest srca sa sr¢anom fibrozom. Miofibroblasti, fenotipski
transformisani fibroblasti, prisutni su u srcu nakon o$te¢enja tkiva. Medutim, miofibroblasti su
takode ukljuceni u remodelovanje leve komore [282, 283]. Liu i saradnici ispitivali su ulogu
rastvorljivog Klotho proteina u fibrozi miokarda 1 hipertenziji [282]. Poredili su kulture
miofibroblast sa rastvorljivim Klotho proteinom, najpre sa izoformom od 130 kDa, a zatim sa

izoformom od 65 kDa. Kao rezultat tretmana sa izoformom od 130 kDa primecena je
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intenzivnija proliferacija miofibroblasta i pojacana sinteza kolagena tipa I u testiranim ¢elijama.
Klotho izoforma od 130 kDa je obavezni deo receptorskog kompleksa (Klotho — FGFR) za
FGF23, dakle regulacija aktivnosti miofibroblasta usled tretiranja izoformom od 130 kDa
posredovano je FGF23 [73, 282]. Suprotno tome, izoforma Klotho od 65 kDa je smanjila
proliferaciju 1 proizvodnju kolagena u miofibroblastima. Ovi nalazi su takode potvrdeni u in vivo
ispitivanjima na miSevima sa hipertenzijom. Postojala je intenzivnija intersticijalna fibroza srca u
Klotho diferencijaciji miofibroblasta tretitanih izoformom od 130 kDa, dok izoforma od 65 kDa
ima antifibrotski efekat [282]. Ovaj novi nalaz pokazuje da rastvorljivi Klotho ima suprotnu

regulatornu ulogu u sréanoj fibrogenezi i moze otvoriti nove mogucénosti u terapiji bolesti srca.

Miofibroblasti se pojavljuju tokom remodeliranja miokarda nakon osStecenja srca i regeneracije
povredenog tkiva. Oni igraju ulogu u sintezi kolagena i oblikovanju oziljaka. Miofibroblasti
takode mogu spreciti dilataciju infarktnog podrucja odrZzavanjem vancelijskog matriksa u oziljku
[284]. Dakle, primena rastvorljivog Klotho proteina od 130 kDa pojacava proliferaciju i
diferencijaciju miofibroblasta i dovodi do poboljSanja sréane funkcije [282]. Stimulativna uloga
Klotho od 130 kDa u ¢elijskoj proliferaciji zabelezena je 1 kod drugih vrsta ¢elija, kao Sto su
osteoblasti¢ne ¢elijske linije kod miSeva i epitelne Celije proksimalnih tubula [285, 286]. S druge
strane, taloZenje vancelijskog matriksa na mestima udaljenim od infarktnog podrucja moze
dovesti do smanjenja kontraktilnosti srca i sréanog zastoja [284]. Zbog toga, tretman izoformom
od 65 kDa inhibira proliferaciju miofibroblasta i sintezu kolagena i moze da ima antifibrotski
efekat u sr€anoj reparaciji [282]. Treba napomenuti da samo nekoliko eksperimentalnih studija
odvojeno posmatra uticaj izoformi rastvorljivog Klotho proteina. Postojanje razlicitih izoformi
Klotho proteina pokazano je u celijama pankreasa i maticnim celijama masnog tkiva, §to
podrzava hipotezu o razli¢itim uticajima izoformi Klotho proteina [287-289]. Mehanizam
odgovoran za inhibitornu i antifibrotsku ulogu izoforme od 65 kDa ostaje nepoznat. Potrebna su
dalja ispitivanja kako bi se otkrili receptori za rastvorljivi Klotho od 65 kDa. Pored toga, tesko je
razlikovati rastvorljiv Klotho pune duzine od kratkih fragmenata, kao i od izlu¢ene forme. Ovo bi
mogao biti razlog zasto istrazivaci ne prave razliku izmedu tretmana izoformama Klotho 1 ne
uzimaju u obzir njihove sumnje u diferencijalni efekat, ve¢ uglavnom opisuju administraciju

samo rekombinantnog Klotho proteina. Studija Liu i saradnika (iz 2016) istakla je povoljnu
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upotrebu rastvorljivih izoformi Klotho proteina kao potencijalnu strategiju za razvoj novih

terapijskih protokola u kardiologiji [282].

Pored poznate fosfaturicne aktivnosti FGF23, postoji dosta dokaza o vaznim nefosfaturi¢nim
efektima FGF23 na srce. Na primer, povecani nivo FGF23 u cirkulaciji povezan je sa nekoliko
strukturnih i funkcionalnih promena srca i postoji snazna povezanost izmedu nivoa FGF23 u
serumu 1 atrijalnog precnika kod pacijenata bez prethodne kardiovaskularne bolesti i atrijalne
fibrilacije, nezavisno od tradicionalnih kardiovaskularnih faktora rizika ili oSte¢enja bubrezne

funkcije [290, 291].

Dobijeni rezultati naseg istrazivanja ukazuju da nije bilo statistiCki znacajne razlike u
koncentraciji FGF23 u odnsu na hipertrofiju leve komore, iako su bolesnici sa hipertrofijom
imali viSe vrednosti, verovatno zbog malog studijskog uzorka. FGF23 ima direktan uticaj,
nezavisno od Klotho, na kardiomiocite u etiopatogenezi HLK. FGF23 uzrokuje patolosku
hipertrofiju izolovanih kardiomiocita preko FGF receptora aktivacijom kalcineurin-NFAT
signalnog puta (nuklearni faktor aktiviranih T Celija / nuclear factor of activated T cells).
Intramiokardna 1 intravenska aplikacija FGF23 kod miSeva sa nedostatkom Klotho proteina
dovodi do razvoja HLK, dok blokiranje FGF receptora moZze usporiti razvoj HLK [129, 292,
293]. Nekoliko studija je otkrilo jaku povezanost izmedu FGF23 i hipertrofije leve komore [129,
276, 294, 295] ili disfunkcija leve komore ¢ak i u odsustvu HLK [294]. U CHS studiji (od engl.
Cardiovascular Heart Study), otkriveno je da su pacijenti sa viSim nivoom FGF23 izlozeni
vecem riziku za sr¢anu insuficijenciju [296]. Otkriveno je da pacijenti sa sistolnom sréanom
slabo$¢u imaju visok nivo FGF23 [297], suprotno tome, jo§ uvek nije pronadena jasna
povezanost izmedu nivoa FGF23 i ucestalost IM [296, 298]. FGF23 nedavno je predlozen kao
obecavajuc¢i biomarker za ranu stratifikaciju rizika prezivelih bolesnika nakon infarkta miokarda
sa ST-elevacijom (STEMI), radi poboljSavanja predvidanja remodelovanja leve komore
klasi¢nim biomarkerima sréanog stresa (NT-proBNP) ili inflamatornog stanja (hs-CRP) [299].
Ova klini¢ka istrazivanja podrZavaju snaznu nezavisnu povezanost izmedu FGF23 u serumu i

povecanog rizika od kardiovaskularnih dogadaja.
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Uprkos obilju relevantnih klinickih podataka, ostaje nejasno da li je FGF23 uzrok ili posledica
kardiovaskularnih bolesti. Zanimljivo je da je nekoliko studija pokazalo da kardiomiociti pod
stresom mogu indukovati sopstvenu sintezu FGF23 [72, 300, 301], predstavljaju¢i novu
paradigmu da srce reaguje na lokalno oste¢enje sintetiSu¢i FGF23 1 podupiruéi tezu da to moze
biti posledica patoloskih dogadaja. U poslednjih nekoliko godina, uloZeno je mnogo napora da se
identifikuju patofizioloSki mehanizmi koji su ukljuceni u kardiotoksicne efekte FGF23. Izgleda
da su kardioloski efekti FGF23 uglavnom vezani za FGF-receptor 4 (FGFR4), izoformu sa ve¢im
afinitetom prema FGF-23 u srcu [195, 302]. U tom smislu, studija Faula i saradnika je po prvi
put pokazala da [272] patoloSki nivoi FGF23 (10, 25 i 100 ng / mL) indukuje hipertrofiju
kardiomiocita nezavisano od Klotho signalizacije [252]. U skladu sa ovim in vitro dokazima
utvrdeno je da je hroni¢na administracija blokatora pan-FGF receptora smanjila HLK kod 5/6
nefrektomisanih pacova (klasi¢ni eksperimentalni HBI model, gde je visok nivo FGF23 u
serumu). Tako je, bar u ovom modelu, FGF23 aktivan u razvoju uremijske kardiomiopatije
[129]. Sli¢ni nalazi srcane hipertrofije su prijavljeni kod miSeva sa nedostatkom Klotho proteina
[106], koji je razvijen kao model preranog starenja, a karakteriSe ga hiperfosfatemija i visok nivo

FGF23 [301].

Studije u kojima dolazi do direktnog oStec¢enja srca bile su vrlo korisne u testiranju da li je
FGF23 patofizioloski faktor za progresiju sr¢ane disfunkcija. Aortna stenoza - TAC model (od
engl. transverse aortic constriction) je eksperimentalni model sréane hipertrofije izazvane
preopterecenjem, koji izaziva snazno povecanje serumskog FGF23, praceno povecanjem sr¢ane
ali ne 1 koStane FGF23 ekspresija, pokazuju¢i da je srce samo sposobno da produkuje FGF23,
pod opterecenjem [272]. Zanimljivo je da je ista studija pokazala da se hipertrofija takode razvila
1 kod FGF23 knockout miseva, Sto ukazuje da FGF23 mozda nije jedini faktor koji dovodi do
sr¢ane hipertrofije uzrokovane pritiskom. Moguce objaSnjenje za usaglasavanje ovih nalaza sa
onima koji pokazuju aktivnu ulogu FGF23 u hipertrofiji kod nefrektomisanih pacova [272], bilo
bi da iako je primeéeno povecanje FGF23 u pomenutim modelima, mozda dolazi i do aktiviranja
razli¢itih prohipertroficnih medijatora koji mozda imaji razlicite puteve od FGFR — FGF23

signalizacije.
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Ovi klini¢ki 1 eksperimentalni podaci pokazuju usku vezu izmedu oStecenja srca i FGF23, 1
podrzavaju koncept da FGF23 moze biti jaci srcani nego Sto je bubrezni toksin. Fosfaturi¢no
delovanje FGF23 stiti od sistemskog opterecenje fosfatima, ali istovremeno pokre¢e urodena
oStecenja srca. Medutim, specifi¢ni sréani mehanizmi posredovani FGF23, posebno oni koji su
ukljuceni u modulaciji kardiomiocitnih kontraktilnih svojstava koja dovode do sr¢ane disfunkcije

tek treba da budu razjasnjeni.

Pored FGF23 1 Klotho proteina, 1 vitamin D moZe u znacajnoj meri uticati na kardiovaskularne
komplikacije kod bolesnika sa dijalizi. Pacijenti na hemodijalizi pate od nedostatka vitamina D
[303], $to je u skladu sa nasim dobijenim rezultatima. Literaturni podaci pokazuju da nedostatak
aktivnog oblika vitamina D (kalcitriol) utice na vaskularne glatko-miSi¢ne celije putem
citoplazmatskih vitamin D receptora (VDR), S§to dovodi do hiperplazije 1 hipertrofije
kardiomiocita. Brisanje gena za vitamin D receptore u kardiomiocitima dovodi do HLK [304].
Terapija vitaminom D ima kardioprotektivni efekat kroz modulaciju sistema renin-angiotenzin
usled direktne supresije renin ekspresije kalcitriolom, bez obzira na efekat vitamina D na
metabolizam kalcijuma [305]. Medutim, efekti vitamina D na ishod pacijenata sa HBI su
kontroverzni, pa neka istrazivanja pokazuju da viSak vitamina D predstavlja rizik od

hiperkalcemije i vaskularne kalcifikacije $to pove¢ava morbiditet [306].

Aktivni oblik vitamina D (1,25-dihidroksi vitamin D) prelazi ¢elijsku membranu i u citoplazmi
ide do vitamina D receptora (VDR), koji se mogu vezati za receptore retinoicne kiseline,
predstavljaju¢i faktore transkripcije koji mogu da moduliraju ekspresiju gena [307]. Pored
klasicnog genomskog odgovora, raspolozivi podaci podrzavaju miSljenje da 1,25-
dihidroksivitamin D moze indukovati brze reakcije, putem VDR, na plazma membrani,
ukljucuju¢i modulaciju jonskih kanala 1 signalnih puteva [308, 309]. Identifikacija VDR u
raznim vrstama celija, ukljuuju¢i endotelne celije, vaskularne glatko-miSi¢ne celije 1

kardiomiocite, ide u prilog ulozi vitamina D i kod van skeletnih bolesti [310].
Nedostatak vitamina D i dalje je veoma rasprostranjen Sirom sveta i zahvata 30-50% opSteg

stanovnistva [311]. Brojne opservacione i prospektivne studije su ispitivale nedostatak vitamina

D i povezanost sa mnogim komorbiditetima, ukljucujuéi kardiovaskularne. Pokazana je jasna
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povezanost izmedu deficita vitamina D kardiovaskularnih bolesti (koronarna bolest, sréana
insuficijencija i mozdani udar) [312-316]. Iako su istrazivanja pokazala da vitamin D mozZe imati
znacajnu ulogu u remodelovanju miokarda, kod nasih bolesnika sa hipertrofijom, iako su imali
snizene vrednosti vitamina D, nije dokazana znacajna razlika u odnosu na bolesnika bez
hipertrofije, §to je verovatno posledica relativno malog broja bolesnika. Postoji sve veci broj
dokaza koji pokazuju modulatorne efekte vitamina D na mehanizme za koje je poznato da su
vazni u razvoju sréane insuficijencije, a koje karakteriSe hipertrofija, fibroza, kontraktilna
disfunkcija, neurohormonalna aktivacija i1 inflamacija. Ispitivanja na klasicnom modelu
hipertenzije, pokazuju da lecenje parikalcitolom, aktivnim analogom vitamina D, moZe inhibirati
razvoj hipertrofije i1 disfunkciju leve komore bez smanjenja krvnog pritiska [317]. Koriste¢i isti
eksperimentalni model, Bae i saradnici pokazali su da parikalcitol usporava progresiju postojece
sr¢ane hipertrofije 1 razvoj sréane slabosti [318]. KoriS¢enjem animalnog modela hirurski
indukovanog infarkta miokarda kod miSeva, ista grupa je pokazala da parikalcitol smanjuje
razvoj srcane slabosti, smanjujuéi infarktnu povrSinu kao i markere inflamacije, fibroze,

apoptoze 1 aktivaciju renin-angiotenzin aldosteron sistema [319].

Prediktivne modele smo formirali da bismo utvrdili prediktivhu mo¢ varijacija u genu za Klotho
protein 1 novih parametara mineralno-koStanog metabolizma za nastanak hipertrofije leve
komore kod bolesnika na hemodijalizi. Prediktivni potecijal razli¢itih modela, procenjvali smo
na osnovu povrsine pod krivom (AUC), a same performanse modela pretili smo na osnovu NRI i
IDI parametara. Sve modele smo uporedivali sa bazicnim modelom koga su Cinili standardni
parametri mineralno-koStanog metabolizma (Ca, P, ALP 1 PTH). Najbolja reklasifikacija u
odnosu na nastanak hipertrofije leve komore je postignuta ukljucivanjem Klotho proteina,
FGF23, vitamina D i A alela Klotho G-395A polimorfizma. Ovaj model za 82% vrsi bolju
reklasifikaciju bolesnika, u odnosnu na model sa standardnim parametrima mineralno-kostanog
metabolizma. U nedavnom istraZivanju Hu 1 saradnika opisani su sli¢ni rezultati koji pokazuju
zajednicke efekte niskog Klotho proteina i visokog fosfata na hipertrofiju leve komore i fibrozu.
Njihovi rezultati pokazuju da su Klotho i fosfati nezavisni prediktori za remodelovanje leve

komore, a da je FGF23 treci prediktor, ali samo ako su nivoi Klotho proteina smanjeni [5].
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6.4. Uticaj parametara mineralno-koStanog metabolizma i ispitivanih Klotho
polimorfizama na prezZivljavanje kod bolesnika na hemodijalizi

Imajuéi u vidu znacaj parametara mineralno-kostanog metabolizma u nastanku hipertrofije leve
komore 1 kardiovaskularnih poremecaja bolesnika na hemodijalizi, ispitvali smo njihov uticaj na
prezivljavanje. U petogodiSnjem periodu pracenja prose¢no vreme preZivljavanje je bilo oko 43
meseca (42,95+1,40). Preminulo je 74 bolesnika (52,1%), od kojih skoro polovina od
kardiovaskularnih bolesti (47,3%), odnosno cCetvrtina ispitivane populaciju (24,6%). Sli¢ni
rezultati u pogledu prezivljavanja pokazani su u ranijoj naSoj studiji, gde je 186 bolesnika na

hemodijalizi pra¢eno tokom tri godine [320].

Poredenjem klinicko biohemijskih parametara izmedu preminulih i prezivelih bolesnika na
hemodijalizi u petogodiSnjem periodu, pokazali smo da su preminuli bolesnici stariji, bez
znacajne razlike izmedu polova. Vrednosti kreatinina, CRPa, broja leukocita i GGTa su bile
znaajno vise medu preminulim, dok su nivo albumina i glekiemija bili znac¢ajno nizi. Ostali
ispitivani parametri nisu pokazali statisticki znacajnu razliku. U skladu sa naSim rezultatima je i
ranije sprovedena studija u istom hemodijaliznom centru, gde je analizirana prediktivna
vrednosti parametara endotelne disfunkcije (asimetricnog dimetilarginina), malnutricije
(albumini) 1 inflamacije (CRP i serumskog amiloida) za mortalitet, kod 153 bolesnika na
hemodijalizi [224]. Pokazano je, izmedu ostalog, da su hipoalbuminemija i poviSene vrednosti

CRPa predikori mortaliteta bolesnika na hemodijalizi.

Analizom parametara mineralno-kostanog metabilizma pokazali smo da su preminuli bolesnici
imali znacajno niZze koncentracije Klotho proteina i1 vitamina D u odnosu na prezivele, bez
znacajne razlike u koncentraciji FGF23. Medutim, sva tri nova parametra mineralno-kostanog
metabolizma (Klotho protein, FGF23 1 vitamin D) su se pokazali kao statisticki znacajni
prediktori opSte smrtnosti, na osnovu univarijantne regresione analize. U modelu multivarijantne
regresione analize statisticku znacajnost u predikciji opSte smrtnosti zadrzali su Klotho protein i

FGF23, $to je pokazano i u drugim studijama [321-324].

Povecane koncentracije FGF23 u serumu povezane su sa opStom, a posebno sa

kardiovaskularnom smrtnoséu [321, 325-327]. Nekoliko studija je pokazalo jasnu povezanost
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izmedu FGF23 i rizika od smrti, ¢ak 1 nakon prilagodavanja za tradicionalne faktore rizika, $to je
u skladu sa naSim rezultatima. Ova povezanost je prisutna i kod bolesnika sa HBI i kod bolesnika
bez bubrezne slabosti, ¢ak i kada serumska koncentracija FGF23 nije ekstremno visoka [129,

321, 322, 325, 328].

U studiji Kurosu-a i sardadnika deficit Klotho proteina je povezan sa preranom smréu, sto je u
skladu sa nasim rezultatim, dok je prekomerna ekspresija Klotho gena povezana sa
dugovecnoséu [329]. Takode, Klotho protein ima vaznu ulogu u predvidanju rizika od
kardiovaskularnih dogadaja ili mortaliteta na zivotinjskim modelima, ali i u nekim klinickim
studijama [5, 323, 330]. U japanskoj klinickoj studiji pokazano je da su bolesnici na hemodijalizi
sa snizenim vrednostima Klotho proteina imali znacajno vecu stopu opsteg i kardiovaskularnog
motaliteta [331]. U studiji Marcais 1 saradnika na 769 bolesnika na hemodijalizi, pokazano je da
su bolesnici sa koncentracijama Klotho proteina iznad prvog kvartila imali manje
kardiovaskularnih dogadaja i manju stopu kardiovaskularnog mortaliteta [332]. U studiji na 128
bolesnika na hemodijalizi, takode je pokazano da je niska koncentracija Klotho proteina

povezana sa ve¢im kardiovaskularnim rizikom [324, 331].

Pored snizenih koncentracija Klotho proteina i varijacije u genu za Klotho protein su povezane sa
loS§im prezivljavanjem kod bolesnika sa uznapredovalom bubreznom boles¢u [214, 333]. U
skladu sa ovim rezultatima je i studija i Ko i saradnika u kojoj je ispitivan polimorfizma Klotho
G-395A kod bolesnika sa IgA nefropatijom, koja je pokazala da nosioci A alela imaju vecu
verovatnoc¢u za razvoj ESRD, ali i veéi mortalitet [261]. U naSoj ispitivanoj populaciji nije
utvrdena znacajna razlika izmedu razli¢itih genotipova ispitivanih Klotho polimorfizama (Klotho
G-395A 1 CI818T) u odnosu na smrtni ishod. U korejskoj multicentri¢noj studiji tokom tri
godine praceno je 478 bolesnika na hemodijalizi, ispitivan je uticaj Klotho G-395A 1 C1818T
polimorfizama na prezivljavanje [214]. Za razliku od naSih rezultata, mortalitet je bio znacajno
vedi u grupi nosioca A alela G-395A polimorfizma (genotipovi GA i AA) u odnocu na nosioce G
alela (genotip GG). Nije pokazana znacajna razlika kod bolesnika sa razli¢itim genotipovima

Klotho C1818T polimorfizama u odnosu na prezivljavanje, Sto je u skladu sa naSim rezultatima.
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Poremecaji mineralno-kosStanog metabolizma neminovno dovode do negativnih posledica, pre
svega na kradivaskularni sistem, zan¢ajno remete kvalitet zivota i smanjuju stopu prezivljavanja
bolesnika na hemodijalizi. Stoga su prevencija i leCenje jako vazni. Nazalost, do danas nije
dokazan nijedan tretman koji u potpunosti normalizuje poremecaj mineralno-kostanog
metabolizma, jednom pokrenut proces ima tendenciju da napreduje i ne moze se u potpunosti
zaustaviti ili preokrenuti, te je stoga prevencija i otkrivanje bolesnika u ranim stadijumima od
velike vaznosti. Dosadasnja saznanja svedoCe da je Klotho protein bitna komponetna mineralno-
koStanog metabolizma, koji verovatno razli¢itima mehanizmima uti¢e na kardiovaskularne
poremecaje u odnosu na poznate mehanizme tradicionalnih faktora rizika. Potrebna su dalja
istrazivanja, ve¢e multicentri¢ne studije, kako u opstoj tako i u populaciji bolesnika sa HBI, da bi
se bolje razumela uloga Klotho proteina u kompleksnim patofizioloskim mehanizmima, sa ciljem

poboljSanja postoje¢ih modaliteta le¢anja i implementacije novih.
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7. ZAKLJUCCI

Imaju¢i u vidu postavljene ciljeve, na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su sledeci zakljucci:

e Kod bolesnika na hemodijalizi su povecane koncentracije fosfata, paratireoidnog
hormona 1 alkalne fosfataze, dok je koncentracija kalcijuma smanjena u poredenu sa
ispitanicima iz kontrolne grupe.

e Koncentracije Klotho proteina i vitamina D su smanjene, dok je koncentracija FGF23
povecana kod bolesnika na hemodijalizi u odnosu na ispitanike iz kontrolne grupe.

e Dobijeni rezultati ukazuju da nema znacajne razlike u distribuciji genotipova 1 alela
ispitivanih polimorfizama u genu za Klotho protein; SNP Klotho G-395A 1 SNP Klotho
C1818T, kod bolesnika na hemodijalizi i ispitanika iz kontrolne grupe.

e Nosioci A alela SNP Klotho G-395A su znaajno duZe na hemodijalizi, a znaajno mladi
zapoceli hemodijalizno lecenje, §to ide u prilog hipotezi da imaju brzu progresiju HBI u
poredenju sa nosiocima G alela.

e Ispitivanjem standardnih parametara mineralno-kostanog metabolizma utvrdeno je da je
koncentracija fosfora veca kod nosioca A alela SNP Klotho G-395A, dok nije bilo
znacajne razlike u koncentracijama paratireoidnog hormona i kalcijuma.

e Ispitivanjem novih parametara mineralno-kostanog metabolizma utvrdeno je da nosioci A
alela Klotho G-395A polimorfizma imaju smanjene koncentracije Klotho proteina i
poviSene koncentracije FGF23, bez znacajne razlike u koncentraciji vitamina D.

¢ Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u standardnim i novim parametarima mineralno-
koStanog metabolizma kod bolesnika sa razli¢itim genotipovima Klotho C1818T
polimorfizma. Utvrdeno je da je hipertenzija zastupljenija kod bolesnika sa CC
genotipom SNP Klotho C1818T.
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Na osnovu ehokardiografske studije utvrdeno je da vise od 80% bolesnika ima

hipertrofiju leve komore, sa najveCom zastupljenos¢u koncentricnog tipa.

Vredosti standardnih i novih parametara mineralno-kostanog metabolizma se nisu

znacajno razlikovale kod bolesnika sa i bez hipertrofije leve komore.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u morfologiji leve komore kod bolesnika na

hemodijalizi sa razli¢itim genotipovima ispitivanih K/otho genskih polimorfizama.

Novi parametri mineralno-koStanog metabolizma imaju bolji prediktivni potencijal za
hipertrofiju leve komore u odnosu na standardne. Najbolja reklasifikacija bolesnika za
nastanak hipertrofije leve komore je postignuta uklju¢ivanjem Klotho proteina, FGF23,

vitamina D 1 Klotho G-395A polimorfizma.

U petogodisnjem periodu pracenja utvrdena je visoka smrtnost kod bolesnike na

hemodijalizi, kod polovine je kao neposredni uzrok smrti bio kardiovaskularni dogadaj.
Analizom prezivljavanja pokazali smo da su preminuli bolesnici na hemodijalizi imali
znacajno nize vrednosti Klotho proteina i vitamina D u odnosu na prezivele, bez

postajanja znacajne razlike u koncentraciji FGF23.

Nije utvrdena znacajna razlika izmedu genotipova ispitivanih Klotho polimorfizama i

hipertrofije leve komore u odnosu na smrtni ishod kod bolesnika na hemodijalizi.

Prediktori opSteg mortalitata kod bolesnika na hemodijalizi su snizene koncentracije

Klotho proteina, poviSene vrednosti FGF23 i1 ve¢e vrednosti THCs.
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NaSe istraZivanje je pokazalo znacaj Klotho G-395A polimorfizma kod bolesnika na
hemodijalizi, jer nosioci A alela imaju brzu progresiju hroni¢ne bubrezne slabosti, smanjene
koncentracije Klotho proteina i povisene FGF23 i fosfora, $to sugeriSe da su izloZeni pove¢anom
riziku od nezeljenih dogadaja na srce i krvnim sudovima. Pokazan je prediktivni znacaj novih
parametara mineralno-koStanog metabolizma u nastanku hipertrofije leve komore, ali i u
predikciji mortaliteta. Bolje razumevanje patofizioloskih mehanizama, medusobna povezanost
standardnih i novih komponenti mineralnog metabolizma, kao i njihova povezanost sa
kardiovaskularnim morbiditetom 1 mortalitetom, dovodi do dodatnih saznanja i omogucava bolju
stratifikaciju faktora rizika. Poznavanje varijacija u genu za Klotho protein doprinosi
personalizovanom pristupu, Sto uz primenu adekvatnih terapijskih mera i1 postupaka tezi
poboljsanju kvaliteta zivota 1 duzem prezivljavanju bolesnika na hroni¢nom programu

hemodijalize.
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HN3JABA O AYTOPCTBY

U3jaBspyjeM 1a je JOKTOpPCKa AMcepTallyja, Mo HaCJIOBOM

INOBE3AHOCT BAPUJALINJA Y TEHY 3A KLOTHO INPOTEUH,
ITAPAMETAPA MUHEPAJIHO-KOILITAHOI' METABOJIM3MA U
EXOKAPIUOI'PA®CKHUX KAPAKTEPUCTHUKA
KO/ BOJIECHUKA HA XEMOINJAJIN3U

Koja je onOpameHa Ha MeauuuHckoM (akyntety YHuBep3utera y Humry:

® PE3YyJTaT COICTBCHOT UCTPAKUBAYKOI paliad,

® Ja OBy JHCEPTALWjy, HU y LEIWHU, HUTH y JAEJIOBHMA, HUCAM MPHUjaBJbUBAO HA JPYTUM
(bakynTeTMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

® Ja HHMCaM IMOBPEAMO ayTOpCKa IpaBa, HUTU 3JIOYMOTPEOMO MHTENIEKTYaJHY CBOJHUHY
APYTUX JIMLA.

Jlo3BospaBaM Ja ce o0jaBe MOjU JIMYHM TOJAIM, KOJU CY y BE3M ca ayTOPCTBOM H
I00MjakeM aKaJeMCKOI 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MME€ U MpEe3uMe, FoJuHa U MECTO
pohema u aTym ondpaHe paja, U To y Karanory bubnuoreke, /Iurutainom peno3uTopujymy
VYHuusep3utera y Humry, kao u y nyonukanujama YHusepsurera y Humry.

Y Humy,

[Tornuc ayropa aucepranuje:

Hp bpanucnas Jb. Anocronosuh



N3JABA O UICTOBETHOCTHU LITAMITAHOI' 1 EJIEKTPOHCKOTI" OBJIMKA
JOKTOPCKE JTUCEPTALIUMJE

HacnoB gucepranuje:

IHOBE3AHOCT BAPUJALIMJA Y T'EHY 3A KLOTHO INPOTEUH,
ITAPAMETAPA MUHEPAJIHO-KOIITAHOI' METABOJIU3MA "
EXOKAPIUOTI'PA®CKUX KAPAKTEPUCTUKA
KO/ BOJIECHUKA HA XEMOINJAJIN3HU

N3jaBibyjeM n1a je eNeKTPOHCKHU 00JIMK MOje JOKTOPCKE JAHMCepTallrje, KOjy caMm Ipeao 3a
yHOIIeHe y JIMTHTATHH Peno3uTopujyM YHuBep3utTera Yy Huiny, ucToBeTaH mrammaHoOM
00JUKY.

Y Humy,

[Totnuc ayropa nucepranyje:

Hp bpanucnas Jb. Anocronosuh



N3JABA O KOPUIITREDY

Opnamhyjem VYHuBep3utrercky Oubmuorexy ,Hukxoma Tecnma® nma y Jururtannum
perno3uTopujyM YHuBep3urera y Huiny ynece Mojy JOKTOPCKY JHCEPTALU]y, TIOJ] HACTOBOM:

INOBE3AHOCT BAPUJALINJA Y TEHY 3A KLOTHO INPOTEUH,
ITAPAMETAPA MUHEPAJIHO-KOILITAHOI' METABOJIM3MA U
EXOKAPIUOI'PA®CKHUX KAPAKTEPUCTHUKA
KO/ BOJIECHUKA HA XEMOINJAJIN3U

Jlucepranujy ca CBUM NPWIO3MMA MPEAA0 CaM Y €JIEKTPOHCKOM OOJMKY, MOTOJHOM 3a
TPajHO apXUBUPAE.

Mojy AOKTOpPCKY AucepTanujy, yHeTy y WruTamHu peno3uTopujyMm YHHBEp3UTETA y
Humry, Mory KOpUCTHUTH CBH KOjU TOIITYjy onpende caapkaHe Yy Oma0paHOM THUILY JIMIICHIIE
Kpearusne 3ajennurie (Creative Commons), 3a K0jy caM c€ OJJTy4HO.

1. Ayropctso (CC BY)

2. AyropctBo — HekoMeprjasiHo (CC BY-NC)

3. AyropcTBO — HekoMmepuujaano — 6e3 npepaae (CC BY-NC-ND)

4. AyropcTBo — HeKoMepIHjaiHo — aenuTH noj uctuM ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 0e3 npepaze (CC BY-ND)
6. AytopctBo — nenutu noa uctum yciaosuma (CC BY-SA)

Y Humy,

[otmuc ayropa aucepranyje:

Hp bpanucnas Jb. Anoctonosuh
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