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Erytroferon — novy hormon

regulujici metabolismus zeleza

Kautz L, Jung G, Valore EV, et al. Identification of erythroferrone as an ery-
throid regulator of iron metabolism. Nat Genet 2014, doi:10.1038/ng.2996

Tvorba funkénich erytrocytd vyzaduje dostate¢nou dodavku
zeleza erytroidnim prekursortim. Naroky na dodavku Zeleza

vyrazné stoupaji po krvaceni nebo pii hemolyze a jsou zajistény
zvysenou stievni absorpci Zeleza a zvy$enym uvolnovanim Zeleza
ze zasob (Ganz et al., 2012).

Mechanismus, kterym se pfi zvySené erytropoeze zvysuje do-
stupnost Zeleza, byl ale az dosud neznamy (Nicholas et al., 2002,
Pak et al., 2006, Vokurka et al., 2006). Hlavnim regulatorem stfevni
absorpce zeleza a jeho tkanové distribuce je hormon hepcidin, ktery
produkuji jatra. Hepcidin se vaze na svijj receptor, feroportin, ktery
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umoznuje presun Zeleza z bunék do extracelularni tekutiny a vy-
volava jeho endocytézu a degradaci. Tim blokuje stfevni absorpci
zeleza, uvolnovani zasobniho Zeleza z jater a uvoliiovani zeleza
z makrofagl. Tvorba hepcidinu je regulovana sérovymi koncen-
tracemi Zeleza, velikosti zdsob Zeleza a stoupa u stavil spojenych
se zanétem. Dlouho predpokladand a hledana regula¢ni molekula,
pravdépodobné produkovana erytroidnimi prekursory v kostni
dreni, by méla umoznit pfi stimulaci erytropoezy zvysit dostupnost
zeleza a méla by tedy nejspise inhibovat produkei hepcidinu. U mysi
bylo prokazano, ze krvacenim nebo hemolyzou indukovana anémie
opravdu sniZuje sérové hladiny hepcidinu a Ze tato inhibice zavisi
na produkei erytropoetinu a funkéni kostni dfeni. U zdravych
dobrovolniki snizilo podani erytropoetinu sérové hladiny hepci-
dinu, aniz by soucasné doslo ke zménam sérové koncentrace Zeleza.

U stavi spojenych s neefektivni erytropoezou, napt. u talasémie,
by zvy$ené koncentrace uvedené regulacni molekuly mohly supresi
hepcidinu a neadekvatné zvySenou sttevni absorpci Zeleza zptisobit
pretiZzeni organismu Zelezem. V komentované praci spolupracov-
nici Tomase Ganze v Los Angeles a v New Yorku identifikovali
novy hormon produkovany erytroidnimi prekursory, ktery hraje
kli¢ovou roli v ¢asné supresi hladin hepcidinu po vyvolani stimulace
erytropoezy krvacenim ¢i hemolyzou.

Autofinejdrive studovali dynamiku odpovédi hepcidinu na zvy-
$enou erytropoetickou aktivitu. U flebotomovanych nebo erytro-
poetinem lécenych C57/BL/6 mysi zacaly transkripce hepcidinu
v jatrech a sérové hladiny hepcidinu klesat nejpozdéji do deviti
hodin po podnétu, dosahly minima (10 % ptvodnich hodnot)
po 15 hodinach a ztstaly alespont mirné snizené az 48 hodin
po podnétu. Casovy vyvoj sérovych koncentraci hepcidinu u my3i
byl podobny vyvoji sérovych hodnot hepcidinu po podani erytro-
poetinu u zdravych dobrovolniki. Pokles hepcidinu nebyl v tomto
experimentu provazen zaddnou zménou sérovych koncentraci Zele-
za. Regulace hepcidinu zelezem je zprostfedkovana transkripénimi
faktory BMP-SMAD, jejich transkripce ale v tomto modelu hemo-
ragif stimulované erytropoezy nebyla vitbec ovlivnéna (sniZena)
ak supresi hepcidinu po flebotomii dochazelo i u my3i s vysokymi
hladinami hepcidinu v dtsledku parenteralniho podavani zeleza,
které mély vyrazné stimulovany syst¢ém BMP-SMAD. Bylo tedy
jasné, ze faktor(y) regulujici koncentraci hepcidinu v souvislosti
se stimulaci erytropoezy jsou odli$né od faktoru souvisejicich se
zménami metabolismu Zeleza.

Autoti poté studovali zmény mRNA v kostni dfeni pomoci
profilovani genové exprese pomoci ¢ipti Affymetrix, aniz by pozo-
rovali jakékoli zmény hladin mRNA faktort Gdf15 a Twsgl, které
byly dfive navrzeny jako mozné regulatory produkce hepcidinu
kostni dfeni. Nejlepsi ¢asovy vztah k supresi hepcidinu ukdzala
exprese do té doby necharakterizovaného transkriptu, oznaco-
vaného v databazich jako Fam132b. Tento transkript kédoval
secernovany protein a jeho exprese byla vyrazné indukovana jiz
¢tyti hodiny po krvaceni, jesté pred supresi hepcidinu, a ziistdvala
zvy$end po celou dobu suprese jaterni produkce hepcidinu. Tento
faktor byl pojmenovan erytroferon (ERFE - erytroidni hormon
ovlivilujici metabolismus Zeleza). Tento secernovany protein byl
také dfive popsan jako myonektin nebo CTRP15, ¢len rodiny
proteint pribuznych faktoru C1q komplementu a rodiny faktort
nekrotizujicich tumory (TNF). Valida¢ni studie ukazala, Ze exprese
erytroferonu stoupa v kostni dfeni nejpozdéji do ¢tyt hodin po fle-
botomii a dosahuje maxima (tficetindsobného vzestupu) do deviti
hodin s dal$im postupnym poklesem béhem 24-48 hodin. Exprese
erytroferonu stoupala paralelné se sérovymi koncentracemi ery-
tropoetinu. Podani erytropoetinu vyvolalo podobny, ale rychle;jsi

vzestup exprese erytroferonu, coz ukazovalo na moznost, Ze gen
indukujici erytroferon je regulovan erytropoetinem. Exprese genu
pro erytroferon nebyla regulovéna systémem BMP-SMAD.

Studium tkanové exprese genu pro erytroferon po podani ery-
tropoetinu poté ukazalo, Ze gen pro erytroferon byl za bazalnich
podminek slabé exprimovan v tlustém stfevé, duodenu, svalech,
kostni dfeni a varlatech, po podani erytropoetinu ale stoupla ex-
prese genu pro erytroferon jen v kostni dfeni a sleziné (u mysi patti
islezina mezi erytropoetické organy). Pomoci priitokové cytometrie
bylo mozno ukdzat, Ze gen pro erytroferon je exprimovan riznymi
erytroidnimi prekursory v priibéhu jejich diferenciace, ale nejvyssi
byla v bazofilnich a polychromatofilnich erytroblastech. Poté se
autortim podaftilo nejprve klonovat cDNA pro erytroferon a poté
stanovit sekvenci aminokyselin lidského a mysiho erytroferonu,
které jsou ze 71 % identické (lidsky erytroferon je tvoien 354
aminokyselinami a mys$i jen 340 aminokyselinami) s vét$i shodou
v C-termindlni ¢asti, kterd obsahuje TNFa-podobnou doménu.
Aktivace genu pro erytropoetin je spojena s aktivaci signalni cesty
JAK2-STATS5. V regula¢ni oblasti genu pro erytroferon nalezli auto-
fi nékolik vazebnych mist pro STATS5. Inhibitory STAT5 inhibovaly
vzestup exprese erytroferonu po podani erytropoetinu. Exprese
erytroferonu indukovand erytropoetinem je tedy zavisla na aktivaci
systému JAK2-STAT5. Naproti tomu exprese erytroferonu neza-
visela na zadnych faktorech indukovanych hypoxii nebo zdnétem.

Mysi s vyfazenym genem pro erytroferon nemaji omezené doziti,
jsou plodné a maji jen mirné snizenou koncentraci hemoglobinu
v dobé riistu, ale nikoli v dospélosti, a vyznacovaly se déle jen
statisticky nevyznamnym trendem k mensimu objemu erytrocytt
a niz§im sérovym koncentracim Zeleza. Od normalnich mysi se
nelidily ani hladinou hepcidinu, ani mnozstvim Zeleza ve sleziné.
Po flebotomii u mysi s vyfazenym genem pro erytroferon nedochd-
zelo k supresi hepcidinu a sérové koncentrace Zeleza byly u flebo-
tomovanych mysi s vyfazenym genem pro erytroferon vyznamné
niz$i nez u normalnich mysi. Tyto nalezy potvrzuji predstavu, Ze
erytroferon je opravdu nezbytny k supresi hepcidinu pfi zvySené
erytropoetické aktivité. Erytroferon ale na druhé strané nema zad-
ny vliv na diferenciaci erytroblastii. Absence erytroferonu u mysi
s vyfazenym genem pro erytroferon méla za nasledek zhorsenou
mobilizaci Zeleza po krvaceni s naslednou niz$i koncentraci hemo-
globinu, mensim obsahem hemoglobinu v erytrocytech a niz§im
objemem erytrocytil a normalizace ¢erveného krevniho obrazu
po flebotomii byla u téchto mysi ve srovnani s normalnim mys$im
kmenem vyznamné (o nékolik dni) opozdéna.

Podani rekombinovaného erytroferonu snizilo expresi mRNA
pro hepcidin v jatrech a sérové hladiny hepcidinu. Rekombinovany
erytroferon mél tendenci k agregaci (podobné jako jiné proteiny
ze superrodiny TNFa) a kromé suprese hepcidinu mél (snad v di-
sledku své agregace) i prozanétlivé ucinky. Aby se vyloucil poten-
cidlni vliv agregace a prozanétlivy ucinek agregovaného proteinu,
byl lentivirovy vektor kédujici erytroferon prenesen do hepatocyta.
Prestoze byla takto navozena jaterni exprese mRNA pro erytroferon
jen mirné zvySena oproti bazdlnim hodnotdm, doslo k vyznamné
supresi jaterni exprese mRNA pro hepcidin a poklesu sérovych
koncentraci hepcidinu, ale bez aktivace prozanétlivych mecha-
nismu a také bez aktivace BMP/STAT (k té nedoslo ani po podani
rekombinovaného erytroferonu). Erytroferon rovnéz inhiboval
produkei hepcidinu v kultivovanych hepatocytech in vitro.

Mysi s talasémii mély anémii, inefektivni erytropoezu, spleno-
megalii a nizké koncentrace hepcidinu s naslednou nepfimérené
vysokou absorpci Zeleza a kumulaci Zeleza v jatrech. Talasemické
my$i méli také vysoké sérové koncentrace erytropoetinu a zvy$enou

POSTGRADUALNI NEFROLOGIE

21



expresi genu pro erytroferon v kostni dfeni. Erytroferon tedy zfejmé
prispiva k supresi hepcidinu i v tomto my$im modelu talasémie.
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Erytroidnimi burikami produkovany faktor regulujici homeostd-
zu Zeleza, ktery zajisti dostatecnou doddvku Zeleza pti stimulo-
vané erytropoeze, byl hleddn mnoho let. Puvodni predstava, Ze
pokles hepcidinu pti stimulaci erytropoezy je vyvoldn primym
piisobenim erytropoetinu na jdtra, event. hepatoceluldrni hy-
poxit, se nepotvrdila. Autoti komentované prdce identifikovali
pomoci studia exprese mRNA v kostni dfeni po flebotomii novy
hormon erytroferon, jehoZ exprese v erytroidnich prekursorech
a sekrece do séra nastavd krdtce po flebotomii nebo po poddni
erytropoetinu. Erytroferon primym ticinkem na hepatocyty in-
hibuje produkci a sekreci hepcidinu, a tim umozniuje zvysenou
stievni absorpci Zeleza a zvysenou mobilizaci Zeleza z jaternich
zdsob a makrofdgii.

V roce 2012 popsali Seldin a spol. stejny protein, ktery nazvali
myonektin (nebo CTRP15), a ukdzali, Ze je produkovdn v koster-
nim svalu, jeho produkce je inhibovdna hladovénim a stimulo-
vdna prijmem potravy a prispivd k regulaci metabolismu lipidii.
Nestudovali vSak expresi tohoto hormonu v kostni dreni. Teprve
dalsi studie ukdzi, jaky je biologicky vyznam téchto velmi riiznych
tcinkti jedné molekuly.

Autofi komentované studie jasné ukdzali na klinicky vyznam
chybéni erytroferonu. Mysi s vyfazenym genem pro erytroferon
meéli ve srovndni s normdlnimi mysmi opoZdénou tipravu hemo-
globinu po krvdceni. Pozdni, ale pritomnd odpovédviak ukazuje,
Ze mohou existovat jesté jiné dalsi mechanismy mobilizace Zeleza
pristimulaci erytropoezy. Vzhledem k vyznamnému evolucnimu
vyznamu schopnosti prezit krvdceni to neni prilis prekvapivé. Je
treba si uvédomit, Ze aktivovand erytropoeza vyvold pti chybé-
jici supresi hepcidinu deficit Zeleza, ktery pak miiZe suprimovat
koncentraci hepcidinu mechanismem nezdvislym na erytroferonu.
Normadlni hodnoty hemoglobinu u dospélych mysi s vyfazenym
genem pro erytroferon také ukazuji, Ze erytroferon neni nutny
pro normdlni erytropoezu za klidovych podminek a md vyznam
pouze v podminkdch hemoragického stresu.

Studie na izolovanych hepatocytech s pfenosem erytroferonu
do hepatocytii virovym vektorem a poddnim rekombinovaného
erytroferonu ukdzaly, Ze erytroferon inhibuje produkci a sekreci
hepcidinu p¥imym icinkem na hepatocyty. Zbyvd vsak jesté
identifikovat receptor pro erytroferon a intraceluldrni postrecep-
torové mechanismy, které vedou k supresi produkce hepcidinu.
Tyto mechanismy jsou odlisné od regulace hepcidinu sérovymi
koncentracemi Zeleza, kde je rozhodujici aktivace signdlni cesty
BMP-SMAD, kterd se ale na zprosttedkovdni ti¢inku erytroferonu
na produkci hepcidinu nepodili, a tyto dva mechanismy (regulace
hepcidinu zménami metabolismu Zeleza a zvysenou erytropoe-
tickou aktivitou) spolu zfejmé viibec neinteraguiji.

Suprese hepcidinu erytroferonem u inefektivni erytropoezy
(napt. u talasémie) vysvétluje, proc se u téchto stavii vyviji orgd-
novd hemosideréza. Inhibice erytroferonu (a prevence hemosi-
derdzy) by pak mohla byt jednou ze soucdsti lécby téchto stavii.
Poddvini rekombinovaného (neagregujiciho) erytroferonu nebo
jinak navozend stimulace receptoru pro erytroferon by pak na-
opak mohly byt soucdsti 1écby anémie chronickych chorob, které
jsou pravidelné spojeny se zvysenymi koncentracemi hepcidinu
a zhorsenou mobilizaci a dostupnosti Zeleza pro erytropoezu
(Goodnough et al., 2010).
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mm Hga <140 mm Hg. U nemocnych po transplantaci
ledviny KDIGO doporucuje jako cilovou hodnotu krevniho tlaku
< 130/80 mm Hg. Cilem této studie bylo analyzovat data od vice
nez 3 400 nemocnych po transplantaci ledviny ve stabilnim stavu,
ktef{ se tcastnili studie FAVORIT (Folic Acid for Vascular Outcome
Reduction in Transplantation), s cilem ovéfit vztah mezi krevnim
tlakem a riziky KVK, zvlasté s otdzkou nalézt rizikovou hodnotu
krevniho tlaku pro vyskyt KVK.

Do této analyzy bylo zatazeno 3 474 Gc¢astniki studie FAVORIT,
ktefi méli kompletni data, z nichz 63 % bylo muzt a pramérny vék
byl 53 let. Celkem 20 % nemocnych mélo anamnézu KVK, 40 %
bylo diabetikti a medidn doby sledovani po transplantaci ledviny
byl priimérné 4 roky. Celkem 88 % nemocnych na za¢atku sledo-
vani bylo 1é¢eno alespon jednim antihypertenzivem. Systolickou
hypertenzi méli ¢astéji starsi pacienti, muzi, ne bélosi, diabetici
a pacienti s vy$$im BMI, vy$si koncentraci celkového cholesterolu
a vy$$im pomérem albuminu ke kreatininu v mo¢i (ACR). Dia-
stolickou hypertenzi méli ¢astéji muzi, ne bélosi, kuraci, pacienti
s vyssi koncentraci celkového cholesterolu a ACR. Nizsi diastolicky
krevni tlak méli starsi jedinci, diabetici a pacienti s KVK.

Béhem ctyfletého sledovani se vyskytlo 497 KVK, véetné 125
nefatalnich IM, 49 iktd, 7 uspésnych resuscitaci, 89 umrti z kar-
diovaskuldrnich pri¢in a 227 revaskularizaci. Vzestup systolic-
kého krevniho tlaku (TK) o 20 mm Hg byl spojen se vzestupem
rizika o0 35 %, nejvétsi riziko KVK ptihod ale bylo zaznamenano
u nejnizsich hodnot diastolického TK. Kazdé snizeni diastolické-
ho TK pod hodnotu 70 mm Hg bylo spojeno s 51% rizikem KVK,
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