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Nehematogenni piisobeni erytropoetinu

Luboslav Starka, Michaela Duskova
Endokrinologicky ustav, Praha

Souhrn

Cytokin erytropoetin je hlavnim hematopoetickym faktorem a je syntetizovan prevazné v ledvinach. Erytropo-
etin a jeho receptory se v3ak vyskytuji i v nékterych dal3ich tkanich a maji pleiotropni G¢inek mimo krvetvorbu.
Erytropoetin mé antiapoptotickou Uc¢innost a ma potencialni neuroprotektivni, nefroprotektivni a kardioprotek-
tivni Ulohu pfi ischemii a jinych tkdnovych poskozenich. Ma také svou ulohu v angiogenezi, neurogenezi a imu-
nitni odpovédi. Mlze také zabrariovat nékterym nepfiznivym metabolickym odchylkdm, cévni a nervové degene-
raci a aktivaci imunitnich bunék. U diabetickych pacientd snizuje hyperglykemii a zpomaluje pribéh proliferativni
retinopatie. Z téchto ddvodd muze erytropoetin mit svou Iécebnou cenu v fadé rliznych onemocnéni. Tento kratky
prehled dava moznost nahlédnout do nehematologické role erytropoetinu, do jeho mechanizma plisobeni a moz-
nosti vyuziti k |é¢bé. K odstranéni nebo snizeni mozné polycytemie po podani erytropoetinu byla pfipravena ana-
loga bez hematopoetické ucinnosti, ktera byla testovdna na zvifatech nebo v nékolika pfipadech i v klinickych
studiich.

Kli¢ova slova: diabetes — energeticky metabolizmus - erytropoetin - pleiotropni plsobeni — proliferativni (diabe-
tickd) retinopatie — tkarové protektivni Uc¢inek

Non-hematogenic activity of erythropoietin

Summary

The cytokine erythropoietin is the main hemopoietic factor synthesized mainly by the kidney. However, erythro-
poietin and its receptors are expressed in several tissues and exert pleiotropic activities also in nonhemopoietic
tissues. Erythropoietin has an antiapoptotic activity and plays a potential neuroprotective, nefroprotective and
cardioprotective role against ischemia and other type of injury. Erythropoietin is also involved in angiogenesis,
neurogenesis, and the immune response. It can prevent metabolic alterations, vascular and neuronal degenera-
tion, and inflammatory cell activation. Erythropoietin reduces hyperglycaemia and retards proliferative retinopa-
thy in diabetic patients. Consequently, erythropoietin may be of therapeutic value for a variety of disorders. This
short review provides an insight into the nonhemopoietic role of erythropoietin and its mechanisms of action. For
elimination of polycythaemia after erythropoietin administration analogues without haematopoietic activity were
prepared and tested in animals and in some cases also evaluated in clinical trials.
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Uvod

V roce 1890 pozoroval Francois-Gilbert Viault, francouz-
sky Iékar a profesor anatomie v Bordeaux, ze po 2 tyd-
nech cesty z Limy v Peru od hladiny mofe do horské
oblasti Morococha (4200 m n. m.) vzrostl pocet jeho
¢ervenych krvinek z 5,0 x 106/mm? na 7,1 X 105/mm?. Byl
to prvni doklad o regulaci tvorby erytrocytd. Jiz v roce
1903 existenci hormonu fidiciho produkci ¢ervenych
krvinek v experimentu prokazal francouzsky lékar Paul
Carnot a nazval ho hémopoiétine. Nasledné bylo ob-
tizné reprodukovat jeho pokusy, coz vedlo k pochyb-
nostem a zapomnéni. Az v roce 1947 finska lékarka Eva
Bonsdorff pokusy Uspésné zopakovala a nasledné izolo-
vala aktivni substanci, kterou nazvala érythropoiétine.

Precistény erytropoetin (EPO) byl viak ziskdn az v roce
1977. V roce 1985 byl izolovan gen pro EPO a uméle
pfipraveny erytropoetin byl poprvé pouzit k Uspésné
|é¢bé anémie v roce 1987. V soucasnosti umoziuje do-
stupnost rekombinantniho lidského erytropoetinu ucin-
nou |é¢bu nékterych anémii, zejména u chronického
rendlniho selhani, u infekci viry vyvolavajicimi imunodefici-
enci nebo u Crohnovy nemoci a ulcerdzni kolitidy, u peri-
operativnich anémii, zejména v gynekologii, u anémii
navozenych chemoterapii nebo u postradia¢nich myelo-
dysplazii.

V hematologii je tedy erytropoetin jiz pevné zabyd-
len. Novéjsi poznatky viak upozorfiuji, ze tento hormon
ma i u¢inky mimo krvetvorbu a Ze tyto aktivity pravdé-
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podobné v dohledné dobé rozsiti jeho uZiti a zejména
uziti jako modifikovanych analog i na dalsi medicinské
obory.

Erytropoetin
Erytropoetin je glykoproteinovy hormon slozeny ze
165 aminokyselin o molekulové hmotnosti 30,4 kDa.
Spolu s dalsimi faktory podporuje tvorbu cervenych krvi-
nek. Nejvétsi podil EPO vznika v intersticialnich fibroblas-
tech ledviny v tésném sousedstvi peritubularnich kapilar,
asi v 10 % je také produkovan v perisinusoidalnich bun-
kach jater. Jaterni produkce prevazuje ve fetalnim a peri-
natalnim obdobi. V malém mnozstvi vznikd erytropoetin
také v nékterych jinych tkanich, napt. v mozkovych pericy-
tech nebo v retiné. U zdravého ¢lovéka se jeho koncent-
race v krevnim obéhu pohybuje v rozmezi 5-30 1U/ml.
Molekula EPO je tvorena 4 helixy (a-6 nebo A-D) a je
stabilizovana sirnymi mustky. Pro erytropoetickou ak-
tivitu je nejdalezitéjsi helix A a B a z jejich sloZeni jsou
odvozeny nékteré jednodussi molekuly s erytropoetic-
kou u¢innosti.

Uloha erytropoetinu v krvetvorbé

Podnétem pro tvorbu erytropoetinu je hypoxie; hypo-
xicky signal je pfenasen transkrip¢nim faktorem indu-
kovanym hypoxii (HIF). Hladina EPO se zvysuje i pod
vlivem glukokortikoid(, androgentl, hormon stitné zlazy
nebo ristového hormonu. Spolu s dalsimi faktory, jako
je kyselina listovd, Zelezo nebo vitamin B, stimuluje
v kostni dieni diferenciaci pluripotentnich hematopo-
etickych bunék smérem do cervené krevni fady a zvy-
Suje tak tvorbu erytrocytll. Mechanizmus jeho plsobeni
na krvetvorbu byl detailné prozkouman. Erytropoetin
cirkuluje v krvi s 7-8hodinovym poloc¢asem a vdze se
na erytropoetinovy receptor (EPOR), ktery je v pfipadé
hematogenni aktivity EPO dimerem (EPOR), zakladni
jednotky. Odhaduje se, ze vazebnych mist je asi 1 000/
buriku. Vazba EPO na (EPOR), na povrchu progenitoro-
vych bunék pro ¢ervené krvinky aktivuje signdini kas-
kadu JAK2 a ta otvird cesty STATS5, PIK3 a Ras MAPK pro
diferenciaci, preziti a proliferaci erytroidnich bunék.

V souvislosti se schopnosti EPO zvySovat pocet Cer-
venych krvinek, a tim zlepSovat sportovni vykon, je EPO
také ve znacné mire zneuzivan ve sportovnim dopingu,
obzvlasté ve vytrvaleckych disciplinach, s cilem dosah-
nout polyglobulii, a tim zvysit VO, _ a aerobni kapa-
citu. Ve sportu je doping EPO od roku 1990 zakazén.

Erytropoetin a nehematogenni plsobeni

Skutecnost, Ze receptory pro erytropoetin se mimo
kostni diert nachéazeji na mnoha dalsich mistech orga-
nizmu - v mozku, ledvindch, v reting, v nékterych solid-
nich nddorech - vedla k ivaham, zda neexistuji dalsi ak-
tivity EPO mimo jeho hematopoetické plsobeni. Bylo
zZjisténo, Ze EPO ma protektivni efekt v fadé organd, ze-
jména v ledviné a srdci a Ze zmirfiuje neuropatické bo-
lesti [1-4]. Experimentalni vysledky vedly k zavériim, ze
tento protektivni mechanizmus ma povahu multifak-

torialni a Ze zahrnuje inhibici apoptické bunééné smrti
a stimulaci bunécné regenerace a inhibici cest vedou-
cich k orgdnovym poskozenim.

Mechanizmus nehematogenniho plsobeni

V odpovédi na poskozeni tkani pak EPO pusobi protek-
tivné prostiednictvim receptoru TPR (Tissue Protective
Receptor), ktery je slozen z monomerniho receptoru pro
EPO (EPOR) a B-obecného receptoru (3 Common Re-
ceptor - BCR). Zatimco afinita erytropoetinu k (EPOR), je
vysoka, k slozenému receptoru EPOR/BCR je podstatné
niz8i a k jeho aktivaci k protektivni tkafové uc¢innosti je
tfeba vyssi koncentrace EPO nez k stimulaci ¢ervené kr-
vetvorby [5].

Spektrum nehematologického plsobeni
erytropoetinu
Erytropoetin a jeho receptory jsou exprimovany v rliz-
nych tkanich, ve kterych vyvolédvaji pestré aktivity a maji
rizné ucinky na nehematogenni bunky. Erytropoetin
ma antiapoptické vlastnosti a schopnost neuroprotekce
a kardioprotekce pfi ischemii. Ovliviuje také angioge-
nezi, neurogeneziaimunitni odpovéd. Je schopen zabra-
novat nékterym nepfiznivym metabolickym zméndm,
neuronalni a vaskularni degeneraci a aktivaci prozanét-
livych cytokind, stimuluje hojeni po zranéni a zabrariuje
destrukci tkané v okoli rany. Proto mlize erytropoetin mit
[écebné ucinky ve velmi riiznych situacich.

Nedofesenou otdzkou je Uloha ¢asto pozorované ex-
prese EPOR v nadorové tkéani, kterd by mohla vést k pred-
pokladu, ze pribéh onemocnéni je erytropoetinem
zhorsovén. Nezd4 se v3ak, Ze by tato skute¢nost hrala roli
v progresi tumort [6]. EPO terapie je u nadorl vyuzivana
hlavné k udrzeni koncentrace hemoglobinu a ke snizeni
unavy. V pfipadé kolorektdlniho karcinomu je ucinek
EPO vyuzivéan terapeuticky s dobrym vysledkem [7].

Receptory pro EPO jsou exprimovéany v neuronechivas-
trocytech glie ve specifickych oblastech mozku, EPO je pii-
tomen v cerebrospindlni tekutiné. Presvédcivé doklady
mame o tom, Ze EPO v mozku pUsobi jako neurotropni
a neuroprotektivni faktor. EPO zabranuje zaniku nervo-
vych bunék z diivodu poskozeni hypoxii nebo kyselinou
glutamovou a podporuje neurondini preziti pfi mozkové
ischemii. EPO hraje roli ve vyvoji a maturaci mozku a ma
neurotropni a neuroprotektivni Ucinky v rGznych situa-
cich poskozeni mozku, jako je hypoxie, cerebrdlni isch-
emie nebo subarachnoidalni hemoragie [1,2]. Neuropro-
tektivni schopnosti EPO byly potvrzeny i v klinické praxi
u pacientl s akutnim iktem. Potvrzena byla i regenerace
nervové soustavy po spindlnim poskozeni [8]. EPO ma téz
Siroké spektrum plsobeni na kognitivni funkce. Zlepsuje
kognitivni vykon u schizofrenie, u pacientd s bipolarni po-
ruchou zlep3uje pozornost, rozpozndvani tvafi a urychluje
zpracovani informaci v prdbéhu uceni ve srovnani s place-
bem. U pacientl s depresi miize EPO posilovat rozpozna-
vani, pamét a verbalni schopnosti [9].

Vliv EPO na cévni systém se tyka jak plisobeni na endo-
tel, tak na hladké svalstvo. EPO podporuje angiogenezi,



stimuluje produkci endotelinu a dalSich vazoaktivnich
mediator(. Receptory EPOR se nalézaji i v kardiomyo-
cytech a uloha EPO jako myokardidlniho protektivniho
faktoru je v soucasnosti pfedmétem zajmu medicin-
ského vyzkumu [2].

EPO receptory byly prokazany jak v proximalnich, tak
v distélnich tubulech ledvin. V¢asné podavani EPO zpo-
maluje progresi rendlniho selhani [10]. Snizuje chronic-
kou hypoxii ledvin a nasledné poskozeni tubulointer-
sticialniho systému. O mechanizmu tohoto efektu byla
vedena diskuse, zda neni spise disledkem hemato-
poetického plsobeni EPO, protoze zvyseni hemoglo-
binu samo ma protektivni efekt na tubulointersticium.
Ve prospéch néazoru, Ze jde o nehematopoetické plso-
beni, svédci klinicky vysledek studii o ptsobeni karba-
myl-erytropoetinu (CEPO), analoga EPO bez hemato-
poetické Ucinnosti. CEPO mél vyznamny protektivni
ucinek pfi poskozeni ledvin ischemii/reperfuzi nebo
unilaterdIni obstrukei [11].

Erytropoetin a energeticky mechanizmus
Jednim z prvnich podnétl zkoumani tcinku EPO na gluké-
zovy metabolizmus byl klinicky poznatek, ze u dialy-
zovanych diabetikd pfi [é¢bé anémie se snizuje jejich
glykemie a inzulinova rezistence [12], pfi ¢emz nadlezy
nesvédcily pro pfimou souvislost zlep3eni glukézového
metabolizmu s Upravou anémie. U pacientll s diabe-
tem, a to i u téch, ktefi byli bez komplikaci, byl zazna-
menan castéjsi deficit EPO nez u zdravych osob [13,14].
Zéavéry z desitek klinickych pozorovani byly podpo-
reny vysledky pokusl na zvifatech, zejména na obéz-
nich mysich [15,16]. U potkanud pti sledovani metabo-
lizmu znacené glukézy bylo zjisténo [17], Ze podéni
erytropoetinu signifikantné snizilo glykemii a ze zachyt
glukézy byl vyznamné zvysen v adipocytech kultivo-
vanych v prostfedi se zvySenou koncentraci glukézy,
ale nikoli pfi jeji normalni koncentraci. Pod vlivem EPO
byla zvysena fosforylace kinaz ERK (extracelularnim
signalem regulovana kinaza) a Akt (protein kindza B)
a zachyt [*H]-deoxy-D-glukézy v dlsledku zvy$ené ak-
tivity transportéru Glu4 na bunécné membréné.
Pokusy na zvitatech ukazaly, ze EPO pUsobi zejména
na tukovou tkan a na osu hypotalamus-hypofyza-nad-
ledvina [18] a Ze tyto efekty nejsou zavislé na hemato-
poetické ucinnosti EPO. Podéavéani EPO pokusnym zvi-
fatdm, ale i podavani lidem [19], zlepsuje glykemickou
kontrolu, snizuje glykemii a hladiny inzulinu v krvi, sni-
zuje hmotnost a podil tukové tkané, inzulinovou rezi-
stenci a zlepSuje glukézovou toleranci. Na glykemii je
zavisly i pocet receptorli pro EPO, hyperglykemie in-
dukuje zvyseni jejich poctu [20]. Cesty, jakymi EPO
v glukézovém metabolizmu plsobi, jsou multifunkéni
a byly hledany ve vlivu na sekreci proopiomelatoninu
v hypotalamu nebo ACTH hypofyzou [21], ve zlepseni
zachytu glukdzy v kosternim svalstvu [22], ve zvySené
oxidaci ve svalech [23], ve sniZzeni glukoneogeneze [24],
v plUsobeni na hnédou tukovou tkan a termogenezi
[15], a to za Ucasti PPARa (Peroxisome Proliferator-Ac-
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tivated Receptor a) a sirtuinu Sirt1 [16,25], nebo ve sni-
zeni zndmek zanétu v tukové tkani [26]. Potvrzena byla
i vy3si aktivita pankreatickych B-bunék [27]. Objevil se
i nazor, ze jde o nespecificky dlsledek Upravy mikrocir-
kulace [28].

Erytropoetin a proliferativni retinopatie
Diabetickd retinopatie patfi mezi ¢asté poruchy zraku —
podle WHO je jeji podil na celosvétové prevalenci sle-
poty 1 %. Onemocnéni v prvni fazi je neproliferativni
poruchou, kterd miiZe prejit do proliferativni retinopa-
tie nebo do diabetického makularniho edému. Oba
tyto stavy hrozi slepotou, a i kdyz jsou makroskopicky
zcela rozdilné, je jejich pficina spolec¢na. Je ji mikroan-
giopatie vyvolanad narusenim hematoretindini bariéry.
Nejvaznéjsi a pro zrak nejnebezpecnéjsi déj je pak kon-
trakce fibrézni slozky proliferace, ktera je hlavni prici-
nou trakéniho odchlipeni sitnice.

V posledni dobé bylo potvrzeno nejméné 16 faktord
protektivnich pro retinu, které by mohly byt vychodis-
kem pro nové potencidlni sméry v |é¢bé diabetické re-
tinopatie. Jednim z nich je erytropoetin, ktery plsobi
v oblasti ochrany tésnych spojd v hematoretinalni ba-
riéfe [29].

Erytropoetinovou mRNA v retiné a erytropoetin ve
sklivci Ize prokdzat u ¢lovéka jiz v embryonalnim stadiu
a v této dobé je koncentrace v sklivci vyssi nez v krev-
nim obéhu. To, ze EPO hraje roli ve vyvoji sitnice, po-
tvrzuji i zkuSenosti s retinopatii pred¢asné narozenych
déti. Na rozdil od pokusnych zvifat a déti porozenych
v terminu neni u nedonosenct retina vaskularizovana.
Erytropoetin v ¢asném poporodnim obdobi podporuje
vaskularizaci sitnice, ale také ma nékteré neuroprotek-
tivni ucinky, napf. zlepsuje kognitivni schopnosti v dét-
stvi [30].

Pfi analyzach ocnich struktur v postmortem vzor-
cich byl EPO i jeho receptor nalézén v sitnici, pfedevsim
v neuroretiné. Koncentrace u diabetik(l bez zjevné re-
tinopatie byly vy3si nez u zdravych osob a jesté vyssi
byly u diabetika s proliferativni retinopatii. Hladiny EPO
ve sklivci u pacientll s diabetickou retinopatii dosa-
huji 400-500 mU/ml [31] a néktefi autofi povazuji tyto
vysoké hodnoty za rizikovy faktor, ale vétsina ostatnich
spi$ za kompenzacéni neuroprotektivni mechanizmus,
tedy spise za disledek nez pficinu patologickych zmén
pfi diabetické retinopatii.

Vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEFG) je vy-
znamnym negativnim faktorem vyvolavajicim a prohlu-
bujicim nepfiznivé zmény ve vaskularizaci sitnice. Podani
EPO intraperitonealné nebo intravitredlné potkanim
s diabetem indukovanym streptozocinem snizovalo ex-
presi VEGF, zlepsovalo vaskularizaci a zabrariovalo né-
kterym neurodegenerativnim zménam diabetické retiny
[32]. EPO také pomaha udrzet v bunkdch sitnice droven
intracelularniho zinku, porusenou u diabetu. Dal$im pfi-
nosem je schopnost sniZzovat v retiné potkan se strepto-
zocinovym diabetem hladinu nékterych prozanétlivych
cytokind a VEFG [33]. Podle téchto a dalsich dokladu, jako
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je napf. pfiznivy ucinek EPO na diabeticky makularni edém,
se usuzuje, ze EPO ma v retiné zfejmé neuroprotektivni,
antiapoptoticky, protizanétlivy, antioxida¢ni a angio-
genni Ucinek [34].

Analoga EPO

Pro terapii anémie slouzi cela fada farmaceutickych pfi-
pravk(, které jsou odvozeny od erytropoetinu. V kli-
nické praxi je nejdéle pouzivan epoetin, rekombinantni
humaénni erytropoetin (rHu-EPO), ktery je pfipravovan
vpravenim genu pro lidsky EPO do bunék ovarii kiecik
¢inskych. Epoetin a a epoetin 8 maji totozny peptidovy
zéaklad a lisi se v sacharidové slozce. Dalsi variantou je
epoetin w, 6 (omega, theta) a { (dzéta). Tytéz latky jsou
pfipravovany i synteticky. Darbepoetin je podobné pfi-
pravovan za pouziti modifikovaného genu pro lidsky
erytropoetin a pegpoetin 3 je vyrabén fuzi epoetinu 8
a metoxypolyetylenglykolu. V3echna tato analoga se véazi
na membranové receptory EPOR.

Tyto pfipravky maji vysokou ucinnost na krvetvorbu
erytrocytd, coz pfi vyuzivani nehematologickych ucinku
EPO pfedstavuje urc¢itou nevyhodu danou potencialnim
zvysenim hematokritu nad horni hranici rozmezi a zvy3eni
krevniho tlaku. Polycytemie mdze vést k hyperviskozité
krve, jejimz nasledkem mohou byt trombotické kompli-
kace. Proto byla vyvinuta analoga se zachovalou nehe-
matogenni Ucinnosti, ale potlatenou schopnosti pod-
pory tvorby erytrocytd [35]. Tomuto cili se blizi napf.
carbamyl-erytropoetin (CEPO), ktery v pokusu na po-
tkanech se streptozocinovym diabetem zfejmé inhibo-
val apoptézu a oxida¢nim stresem vyvolané poskozeni
retindlnich bunék, aniz by ovlivnil angiogenezi [36].
Jesté vyhodnéjsi se zda komplexnéjsi zésah do struk-
tury EPO. K sestrojeni vhodného peptidu pomahal po-
znatek, ze ze 4 helixd EPO se na erytropoetické aktivité
podileji jen 3: A, C a D. Proto byla ptipravena analoga
EPO [3,37,38], kterd méla neuroprotektivni Ucinnost
a pfi tom byla zbavena erytropoetické Gc¢innosti, a tim
i rizika nezadoucich dlsledki erytrocytozy.

Zavér

Erytropoetin kromé klasické hematogenni Ucinnosti ma
i dalsi pGsobeni s vyslednym efektem neuroprotektiv-
nim, antiapoptotickym, protizanétlivym, antioxida¢nim
a angiogennim. Zlepsuje také porusenou glukézovou
homeostazu. Tyto nehematogenni G¢inky jsou zpro-
stfedkovany jinym receptorovym systémem nez ucinky
hematogenni. Pfipraveny byly malé peptidy, které vyvo-
lavaji pouze nehematogenni efekt erytropoetinu. Zkou-
Seny byly vétSinou pouze v preklinickych studiich, ale
oteviraji dalsi cestu ke zlepseni zdravotniho stavu diabe-
tiki nejen Upravou glukézového metabolizmu, ale i reno-
protekci a kardioprotekci.

Podpoteno MZ CR — RVO (Endokrinologicky ustav — EU,
00023761).
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