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Anotace

Tato prace je vénovana membranovym strukturdm erytrocytu. Zabyva se jak
obecnym uspofadanim membrany, tak i popisem jednotlivych Casti a nasledné
jejich strukturou a funkci. Prace je predevS§im zaméfena na membranové
proteiny. Zavér prace je vénovan onemocnénim, ktera vznikaji v dusledku

poruSeni integrity membrany.

Klicova slova
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Annotation

This bachelor work is focused on description of membrane structure of the red
blood cell. It deals with the basic structure of the membrane and on the other
hand with describing individual parts of membrane, their structure and function,
especially with respect to membrane proteins. The final part is dedicated to
diseases, which are caused by disruption of the membrane.
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Membrane, red blood cell, membrane proteins, membrane dysfunction.
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Seznam zkratek a symboli

AQP
AMK

B3
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CTD
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GLUT1
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GPB
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PIP,
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RBC
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SAO
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aguaporin

aminokyselina

prouzek 3 (Band 3)

transmembranovy protein kédovany genem CD47

C terminalni konec (Carboxyl Terminal Domain)
Four.one protein, Ezrin, Radixin, Moesin

transportér pro glukozu (Glucose Transporter 1)
glykoforin A

glykoforin B

glykoforin C

hereditarni eliptocyt6za

hereditarni sférocyt6za

Landsteiner-Weiner krevni skupina

Myristoylated Alanince-Rich C-Kinase Substrate
hydratovana hereditarni stomatocyt6éza (Overhydrated Hereditary
Stomathocytosis)

fosfatidylcholin

fosfatidylethanolamin

fosfatidylinositol

fosfatidylinositol-monofosfat
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

fosfatidylserin

erytrocyt (Red Blood Cell)

RH asociovany glykoprotein

spektrin-aktin-vazajici doména (Spectrin-Actin-Biding-Domain)
jihovychodni asijska ovalocytdza (South-east Asian Ovalocytosis)
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného

sfingomyelin

XK protein

protein 4.1



1. Uvod

Erytrocyt je stale povazovan za relativné jednoduchy model buriky, snadno
pfistupné a navic bezjaderné. Pfestoze byl dfive povazovan pouze za jakysi
biologicky vak, vyplnény hemoglobinem, jehoz jedinou funkci je transport plyn(
mezi plicemi a tkdanémi, mnohymi studiemi bylo prokazano, Ze ma vysoce
komplexni  strukturu srovnatelnou se strukturou membran vétSiny
eukaryotickych bunék.™

Pravé diky snadné pristupnosti se erytrocyt stal modelovym systémem pro
studium eukaryotickych membran, takze jeho obal patfi k nejvice
prostudovanym membranam vlibec. Mechanickd stabilita erytrocytarni
membrany je zasadni pro pfeziti a spravnou funkci erytrocytll. Jeji posSkozeni
vede bud ke vzniku nejriznéjSich onemocnéni, mezi néz patfi hereditarni
sférocytdéza Ci eliptocytéza, které naruSuji spravnou funkci erytrocytu, nebo
k destrukci buriky samotné.

V této praci se pokusim pfiblizit zakladni pohled na slozeni membrany, jeji
strukturu, funkci a nejbé&znéjSi onemocnéni vznikajici v disledku jejiho

naruseni.
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2. Teoreticka cast

2.1 Historie objevu erytrocytu

Poprvé byly erytrocyty (RBCs) pozorovany a popsany roku 1668 holandskym
biologem Janem Schwammerdamem, av$ak jejich unikatni vlastnosti byly
popsany az roku 1675 v dile Philosophical Transaction of the Royal Society
holandského védce Antonie van Leeuwenhoeka, ktery uvedl, Zze u zdravého
Clovéka RBC dokazou ménit svdj kulaty tvar v ovalny a tak prochazet skrze
Uuzké krevni kapilary. DalSim védcem, kterého je tfeba zminit, byl George
Gulliver, ktery publikoval v roce 1862 dilo Blood of Vertebrata ve kterém uvedl,
Zze se RBC sklada ze dvou naprosto odliSnych €asti - jedné membrandzni,
bezbarvé a nerozpustné ve vodé, a druhé viskézni, rozpustné ve vodé
a obsahuijici barvivo.?

Gorter a Grendel v roce 1924 provedli experiment, diky kterému jako prvni
poskytli ndhled na strukturu membrany jako takové. Ve svém dile uvedli: "Proto
se domnivame, Ze kazdy chromocyt je obklopen vrstvu lipidd, kde polarni
skupiny jsou lokalizovany na vnitini a vnéjsi strané. !

SoucCasna predstava o strukture membrany je dana diky modelu Singera
a Nicolsona z roku 1972, ktefi membranu popsali pomoci fluidniho modelu
mozaiky. Pro popis svého modelu se pfitom opirali o koncept z roku 1935
vytvofeny Danielii a Davsonem, ktefi predstavili dvojvrstvu fosfolipidd jako
z&kladni stavebni prvek biomembran.™

VySe jmenovani védci jsou jen hrstkou téch, ktefi se vyznamné podileli na
utvareni modelu membrany RBC, jak jej zname dnes. Béhem vice jak 40 let od
prelomového objevu Singera a Nicolsona doslo k fadé uprav v plvodnim pojeti

stavby membrany.
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2.2 Morfologie a fyziologické hodnoty erytrocytu

Zraly erytrocyt je jednou z nejspecializovanéjSich a zaroven nejjednodussich
bunék lidského téla, dokonale pfizplsobeny své funkci a to transportu
dychacich plynti mezi tkanémi a plicnimi alveoly.”™ Morfologicky se jedna
0 bezjadernou krevni bufku bikonkavniho tvaru, skladajici se v podstaté jen
z membrany, obklopujici roztok hemoglobinu, ktery tvofi pfiblizné 95 %
nitrobunécénych bilkovin. Vznika v kostni dfeni pfi procesu zvaném erytropoéza,
pfi némz jsou veskeré organely, v€etné jadra, z bunky odstranény.

Denni produkce u dospélého &lovéka &ini asi 200x10° erytrocytd. Délka
Zivota jednoho RBC se pohybuje okolo 120 dni, poté je erytrocyt odstranén
makrofagy ve sleziné nebo jatrech. Primérna velikost erytrocytu €ini asi 7,5 pum,
tloustka 2 pym u periferie a 1 um ve stfedu (obr. 1). Povrch erytrocytu je cca
140 pm?.

7,5 um

Obr. 1: Erytrocyt - prufez a pohled shora.

Pro vyménu plynt mezi tkanémi je bikonkavni tvar dllezity, protoze pravé
diky tomuto tvaru je dosaZzeno maximalniho povrchu pfi zachovani stejného
objemu. To znamena, Ze bikonkavni tvar zvétSuje povrch asi 0 40 % proti kouli
stejného objemu.® Navic tento tvar umozriuje reverzibilni deformaci RBC a tim
jeho prostup i pfes velmi uzké kapilary. Deformabilita, tedy schopnost vydrzet

naruSeni a deformaci membrany a poté opétovny navrat do puvodniho tvaru
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bez fragmentace membrany Ci ztraty integrity, zavisi na tfech faktorech a to:
geometrii, ktera je dana pomérem povrchu a objemu RBC, viskozité bunécného
obsahu a vnitni elasticité membrany RBC.!

Pro udrzeni bikonkavniho tvaru je nezbytné zachovani izotonického
prostfedi, tj. 0,9% roztok NaCl. V hypotonickém prostfedi, tj. roztoku, jehoz
osmoticky tlak je niz8i nez v krevni plazmé&, dochazi k hemolyze erytrocytu.
Naopak v hypertonickém prostfedi se RBC smrstuje diky snaze vyrovnat
osmotické tlaky vné a uvnitf buriky.

Za normalnich okolnosti mé& zdravy dospély muz koncentraci RBCs
4,2-5,8x10"/litr krve a Zena 3,5-5,2x10*?/litr krve. Poget RBC je u dospélého
Clovéka pomérné stala hodnota, ménici se pouze v nepatrném rozmezi.
Fyziologicky stfedni objem RBC, neboli MCV je 82-100 fl a mnozstvi
hemoglobinu v jednom RBC, cili MCH je 28-35 pg. Hodnoty liSici se od

fyziologickych poukazuji na rizné patologické stavy.
2.3 Membrana erytrocytu

Membrana RBC, sloZzena z dvojvrstvy lipidd se zakotvenymi integralnimi
proteiny a z cytoskeletalni spektrinové sité lezici pod lipidovou dvojvrstvou,!” je
dynamickym systémem, tvoficim bariéru mezi intracelularnim a extracelularnim
prostfedim.’® Je vybavena i &etnymi receptory a efektory, diky nimz muze
bunka reagovat na zmény ve svém okoli. Déale je prostoupena vysoce
selektivnimi kanaly a pumpami, tvofenymi molekulami proteinu, které umoznuji
import a export specifickych latek.”

Membrana RBC vykazuje unikatni vlastnosti - vysokou elasticitu, schopnost
okamzité odpovédi na zménu povrchového napéti kapaliny, strukturni pevnost
a odolnost vy$si nez ocel.””! Diky strukturnimu usporadani a vhodnému poméru

mezi objemem a povrchem buriky!*”!

je erytrocyt schopen béhem svého Zzivota
v krevnim obéhu lehce prochazet skrze velmi uzké kapilary mnohonasobné
mensi nez je jeho prameér, a také vydrzet velky rozdil osmotickych tlakl, jemuz
je vystaven napfiklad v ledvinach. Lze tedy Fici, ze funkce RBC zavisi na jeho

mechanickych vlastnostech.™!!
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a  ankyrin lipid  SPpectrin

+ band-3 pjayer tetramer glykophorin  band-4.1

SO O

band-3 complex lipid particle actin junction

Obr. 2: Dvouslozkovy model membrany erytrocytu: (a) Schéma membrany lidského
erytrocytu. Zleva: prvni krouZzek odpovida komplexu prouzku 3 spojeného se
spektrinovou siti pomoci ankyrinu. Druhy krouZzek odpovida volnému komplexu
prouzku 3, treti lipidovym c¢asticim a C&tvrty oznacluje aktinové uzly. (b) Model
membrany lidského erytrocytu. A reprezentuje aktinové uzly, B komplexy prouzku 3
spojené se spektrinovou siti, C volné komplexy prouzku 3 a D pfedstavuje lipidové
dastice. Preru$ovana cervena Géra znaci hexagonalni spektrinovou sit, ™

Procentualni zastoupeni jednotlivych slozek v RBC je pfiblizné 20 % (m/m)
vody, 40 % proteint, 35 % lipidd a 5% uhlovodika.® Cytoskelet je
dvoudimenzionalni siti spektrinovych tetramer( a oligomerl zesiténych pomoci
proteinu 4.1 a kratkych aktinovych filament do hexagonalni sité. S membranou

je spojen prostrednictvim vazeb spektrinu s ankyrinem, ankyrinu s prouzkem 3
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(B3) a také pomoci interakci mezi proteinem 4.1 a glykoforinem C (obr. 2a).
Membranovy cytoskelet je hlavni determinantou udavajici membrané tvar, silu
a flexibilitu. Pomaha udrzovat organizaci lipidi a integralnich proteind, jejich
lokalizaci a pohyblivost.[*? 1!

Sila vazby mezi lipidovou dvojvrstvou a cytoskeletem je nezbytna pro funkci
bunky. Fixni povrch lipidové dvojvrstvy erytrocytu strikiné vymezuje jeho
deformabilitu. Jestlize dojde ke =ztraté c&asti povrchu lipidové dvojvrstvy,
deformabilita se snizi a pfi vétsi ztraté povrchu, dojde dokonce k destrukci

buriky samotné a naslednému odstranéni z ob&hu.™

2.3.1 Membréanové lipidy

VSechny bunécné membrany jsou slozeny z lipidi a proteini a maji obecné
stejnou strukturu. Lipidova Cast se sklada z milionu lipidovych molekul, mezi
néz patfi fosfolipidy (obr. 3), sfingolipidy a cholesterol, uspofadanych do dvou
tésné priléhajicich listt formujicich lipidovou dvojvrstvu.® Lipidova dvojvrstva je
slozena z ekvivalentniho mnozstvi cholesterolu, distribuovaného v membrané
rovnomeérné, a lipidd rozlozenych asymetricky.[Z]

Prevladajicimi lipidy v lidském RBC jsou: fosfatidylcholin (PC),
fosfatidylethanolamin (PE), fosfatidylserin (PS) a sfingomyelin (SM). Mensi ¢ast
tvori fosfatidylinositol (Pl), fosfatidylinositol-monofosfat (PIP), fosfatidylinositol-
4,5-bisfosfat (PIP,) a dalsi.®

A. Alcohols OH
H. Bl /—\
R 4= gHCHs s BER 1 G o e oo
- D O o
/CHz FHQ CH2 e H OH H OPO2-
3
Ethanolamlne Chollne Setlne Glycerol Inositol Inositol 4,5-biphosphate
. Lt
Q9 R :
N -DP D. Common phosphoglyceride

B. Fatty acids c C. Phospholipid prosphoglys

ch dgH2 synthesis 'QMP Alcohol

s e Phosphate O

CHa £Ha 0=P-O-

CH, CH.

(;IH,2 .Ciq H H O  Glycerol

e rlrtets

CHz 2 CHa /(;cherol 0 0 0

i i

CHZ HC CH, CH,

CH; CHy e 2

CHy CH, Fatty acids

CHa CH:

She £r C’EHz caHz

< S

i S Gz Chp
H-C-H H-C-H b; ‘cf+

H  Palmitic acid H Oleic acid # > Phosphatidylcholine

Pollard et al.: Cell Biology, 2008

Obr. 3: Fosfolipidy: (A) alkoholy, (B) mastné kyseliny, (C) syntéza fosfolipida, (D)
pfiklad fosfolipidu. *°!
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Fosfatidylserin, fosfatidylethanolamin a minoritni fosfatidylinositol jsou témér
vyhradné lokalizovany ve vnitini vrstvé, zatimco SM a PCH majoritné ve vnéjsi
vrstvé, jak je znazornéno na obrazku 4. Udrzovani asymetrického rozdéleni
fosfolipidi, zejména vyhradni lokalizace PS ve vnitfini vrstvé, ma nékolik
dulezitych  funkénich vyznamu. Makrofagy jsou schopny rozpoznat
a fagocytovat ty Cervené krvinky, které obsahuji vétsi Cast PS ve vnéjsi vrstvé.
Ztrata asymetrie vede k pfesunu PS z vnitfni do vnéjsi vrstvy a naslednému
odstranéni RBC z cirkulace.*” Majoritni distribuce PS ve vnitini vrstvé inhibuje
adhezi normélnich RBC na endotelialni bufiky a umoziuje tak RBC hladky

prichod krevnim fegistém. 218

glykolipid

MASAANARRSY
GUUE U EEEGL
N

/
/
fosfatidylethanolamin CYTOSOL
fosfatydilinostiol
fosfatidylserin

Obr. 4: Asymetrické rozdéleni fosfolipidt a glykolipidt v plazmatické membrané.

Membranové lipidy jsou amfipatické, coz znamenda, Ze obsahuji hydrofilni
a hydrofobni &ast. U fosfolipidti je hydrofilni hlava spojena se zbytkem
molekuly pres fosfatovou skupinu. Nej¢etnéjSim fosfolipidem je fosfatidycholin,
ktery obsahuje molekulu cholinu pfipojenou k fosfatu v hydrofilni hlavé a dva

uhlovodikové fetézce mastnych kyselin predstavuijici hydrofobni konce.®
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Uhlikové fetézce mastnych kyselin fosfolipidi dosahuji rizné délky, obvykle
mezi 14 az 24 uhliky, nejCastéji vSak mezi 16 az 18 uhliky. Tyto fetézce pak
mohou byt nasycené i nenasycené.!® Rozdily v délce a nasycenosti fetézctl
jsou velmi dulezité, jelikoz ovliviiuji fluiditu.?®

Hydrofilni hlavy jsou v obou listech tvoficich dvojvrstvu obraceny k vodnému
prostfedi, naproti tomu vSechny hydrofobni konce jsou pfed vodnym
prostfednim chranény a lezi jeden vedle druhého ve vnitfnim prostoru lipidovée
dvojvrstvy (obr. 4).°! K formovani lipidové dvojvrstvy dochazi ve vodném
prostiedi spontanné.” Polarni skupiny interaguji s vodou pomoci vodikovych
mustkG a elektrostatickych interakci, zatimco hydrofobni Fetézce vytvareji
nepolarni vrstvu vodu odpuzuijici.’?%

Kromé majoritnich fosfolipidi se v membrané vyskytuji i glykolipidy, jejichz
velka Cast je v RBC odvozena od aminoalkoholu sfingosinu. Majoritné jsou
lokalizovany na extracelularni strané lipidové dvojvrstvy, ze které vy€niva jejich
sacharidova cast do extracelularniho prostoru. Glykolipidy nesou na své
molekule dilezité antigeny, jmenovité antigen A, B, H, Le® a Le® a maji fadu

dal$ich dulezitych funkci.

2.3.2 Fluidita membrany

Mg wivs

tekutost, nezbytnd pro mnoho membranovych funkci.”® Lipidy ani bilkoviny
nejsou vazany zcela pevné na jednom mist€ membrany a mohou se tedy
vramci své vrstvy membranou pohybovat. Pro pohyb mezi vrstvami slouzi
rizné lipidové transportéry nezbytné pro udrzeni membranové asymetrie. Patfi
sem flipazy, neboli ATP-dependentni transportéry, které transportuji fosfolipidy
z vnéjsi do vnitini vrstvy,? dale flopadzy — ATP-independentni transportéry,
presouvajici fosfolipidy pomalu, ale neustdle do vné&ji vrstvy,”? a také
scrambleses transportéry, ATP-independentni, schopné transportu lipidd v obou
smérech.'*! Flipaza je vysoce selektivni pro PS a primarné udrzuje tento lipid na
vnitfni strané membrany. Asymetrie je udrZzovana kombinaci aktivace téchto
protein(i a fyziologickych vlastnosti dvojvrstvy.?!

Fluidita membrany je dana nékolika faktory (tab. 1), a to typem cholesterolu

(volny, esterifikovany), tfidou fosfolipidd, pomérem cholesterolu a fosfolipidu,
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stupném nasyceni mastnych kyselin a délkou uhlikovych Fetézc(.® Spolu

s ristem fluidity roste i permeabilita pro vodu a malé hydrofilni molekuly.!

Tabulka 1: Faktory ovlivriujici fluiditu membrany

Fluiditu zvysuiji: Fluiditu snizuji:

- ] Volny cholesterol
Esterifikovany cholesterol _ .
. ) Sfingomyelin
Fosfatidycholin _ .
Fosfatidyethanolamin
Kratké uhlikové retézce .. .
. ; ] DelSi uhlovodikové fetézce
NizSi stupen nasyceni MK . . )
VysSi stupen nasyceni MK

2.3.3 Membranové proteiny

Prakopnikem pfi studiu membranovych proteinti byli Fairbanks a kol.[*!, ktefi
roku 1971 pouzili pro rozdéleni protein0 metodu SDS-PAGE neboli
elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
(obr. 5). Diky této metodé byly proteiny rozdéleny do prouzkd podle své
molekulové hmotnosti, a tak mohly byt identifikovany. Jména témto proteinim
byla dana podle pofadi, vjakém se rozdélly na gelu a to nasledovné:
nejpomalejsi byl prouzek 1 (a-spektrin), poté prouzek 2 (B-spektrin), prouzek
2.1 (ankyrin), prouzek 3 (aniontovy transportér), prouzek 4.1 (protein 4.1),
prouzek 4.2 (protein 4.2), prouzek 5 (aktin), prouzek 6 (glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenéza) a prouzek 7 (aquaporin).®

Membranové proteiny muzeme délit do dvou skupin a to podle toho, jak
snadno je lze z membrany odstranit (tab. 2). Prvni skupinou jsou periferni
proteiny, které byly puvodné funkéné definovany jako proteiny, jez mohou byt
z membrany odstranény, aniz by doslo k poruSeni membranové mikrostruktury.
K odstranéni perifernich proteinu je tfeba pouze zménit pH &i koncentraci soli,
coz je pravdépodobné zplUsobeno pouze caste€nym zanofenim proteint do
membran. Patfi sem naptiklad a i B fetézce spektrinu.® Periferni proteiny jsou
prostfednictvim nekovalentnich interakci, elektrostatickych ¢&i komplexnich,

navazany k integralnim sougastem membrany.®
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Obr. 5: SDS PAGE: rozdéleni proteinii membrany erytrocytu podle jejich molekulové
hmotnosti a naboje: vievo realné rozdéleni membranovych proteind na
polyakrylamidovém gelu, "P@ven° @€ 231 ynrav0 rozdéini schematické. ©

Druhou skupinu tvofi integralni proteiny, které nemohou byt od lipidové Casti
oddéleny pouhou zménou iontové sily. Na jejich odstranéni je zapotiebi
agresivnéjsich prostfedk(l, jako napfiklad detergentd, vyvazani Ca®" pomoci
komplexotvornych cCinidel, nebo zvySeni teploty za soucasného rozpusténi
lipidové dvojvrstvy. Peptidové fetézce integralnich bilkovin vétSinou prochazeji
napfic lipidovou dvojvrstvou, €asto i nékolikrat. Do této skupiny patfi glykoforiny
a prouzek 3. Cast integralnich membranovych proteinG predstavuji také
antigeny krevnich skupin./®%

Jinym moznym délenim je déleni podle jejich funkce. Prvni skupinou jsou
proteiny tvofici cytoskelet - prouzek 4.1, aktin, spektrin a dalSi (tab. 2).
Vzajemnou asociaci vytvareji cytoskeletalni sit nachazejici se pod lipidovou
dvojvrstvou. Druhou skupinu tvofi integralni proteiny a tfeti skupinou jsou

kotvici proteiny, kam patfi protein 4.2 a ankyrin.!®
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Tabulka 2: Déleni membranovych proteint

Periferni membranové

proteiny Integralni

membranove proteiny

Skeletalni proteiny Kotvici proteiny

Spektrin Prouzek 3
Protein 4.1 _ Glykoforin A
Protein 4.2
Aktin _ Glykoforin B
_ Ankyrin .
Adducin Glykoforin C
Tropomyozin Aquaporin
Tropomodulin Antigeny krevnich
skupin

Ctvrtad skupina membranovych proteinG jsou proteiny s transportni funkci,
kam patfi prouzek 3 (aniontovy transportér), aquaporin 1 (transportér pro vodu),
Glutl (transportér pro glukézu a L-dehydroaskorbovou kyselinu), Kidd antigen
(transportér pro mocovinu), RhAG (transportér pro plyny), Na*-K*-ATPaza,

Ca?*-ATPé4za a rizné kotransportéry pro ionty.??!

2.3.4 Periferni membranové proteiny
2.3.4.1 Spektrin

Prvnim studovanym membranovym proteinem byl spektrin. Vyznamnym
védcem, ktery se jim zabyval jiz roku 1968, byl Marchesi.”® Do té doby bylo
vSeobecné uznavané, Ze membrana RBC se sklada pouze z jediného
proteinu.'®

Spektrin je pfitomen asi v poétu 2x10° kopii v jedné erytrocytarni burice
a predstavuje tak 25-30 % vS8ech membranovych proteind, a 75 %

membranového  cytoskeletu.[®*]

Jakozto hlavni souc€ast erytrocytarniho
cytoskeletu udava membrané integritu a flexibilitu.”® Sklada se ze dvou

antiparalelnich forem — a- a B-spektrinu. Unikétni struktura obou izoforem je
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dana triadami opakujicich se helixt, sloZzenych ze 106 aminokyselinovych
zbytku, neboli repetic.?”!

Repetice aminokyselin (AMKS) jsou vysoce uspofadané levotoCivé zavity,
tvofené dvéma paralelnimi (A a C) a jednim antiparalelnim (B) helixem. Helix A,
slozeny z 28 AMK, se obraci a utvafi tak 34 AMK dlouhy B-helix. DalSim
otoCenim se vytvafi C-helix 0 31 AMK. Vazby mezi helixy jsou zprostfedkovany
pomoci hydrofobnich a elektrostatickych interakci. Vlastnosti repetic, jejich
relativni upofadani, orientace a konformacni stabilita linker mezi nimi, jsou
povazovany za kliCové faktory strukturnich a mechanickych vlastnosti
spektrinu.’®3® Dlouha vlakna spektrinu vznikaji pfikladanim repetic k sobé.
Jejich skladani probiha spojenim tfeti Sroubovice prvni repetice a prvni
Sroubovice druhé repetice,® jak je znazornéno na obr. 6C.

a-spektrin se skldda z 20 plnych repetic a jedné Castecné lokalizované na N-
konci (celkem 2429 AMK). B-spektrin se sklada z 16 plnych repetic a jedné
gasteéné na C-konci (celkem 2137 AMK).'*?® (obr. 6A)

Retézec a-spektinu (280 kDa)*? Ize rozdélit do péti domén (fazeno od N-
konce), a to: al (segment 1-6: 80 kDa), all (7-10, vCetné SH3 segmentu:
46 kDa), alll (segment 11-14: 52 kDa), alV (segment 15-17: 41 kDa) a aV (18-
21: 41 kDa).l**!

B-spektrin (246 kDa) za€ina nehomogennim NH,-koncem obsahujicim aktin-
vazajici doménu. Nasleduje 17 homogennich 106 AMK repetic.l** vazebné
misto pro ankyrin se nachéazi mezi 15. a 16. otoCkou. B-spektrin je rozdélen do
4 domén (fazeno od C-konce): Bl (segment 17 az po C-konec: 23 kDa), BlI
(segment 11-16: 65 kDa), BlIl (8-10: 33 kDa) a BIV (1-7: 74 kDa).[**?!

Retézce a- a B-spektrinu jsou nekovalentné asociovany do antiparalelniho
heterodimeru. Vazba probihd mezi specifickou oblasti blizko C-konce
a spektrinu a komplementarni oblasti N-konce B-spektrinu.*3! Témito oblastmi
jsou aV (segment 20-21) a BIV (segment 1-2) nazyvané jako nukleaéni
mista.l*"?®!

Stavba spektrinového vlakna zacina lateralni heterodimerickou asociaci N-
konce a spektrinu prvniho dimeru a C-konce B-spektrinu druhého dimeru.™”
(obr. 6B) Tato ,head-to-head“ interakce mezi dvéma a/f dimery vede
k vytvofeni tetrameru formujiciho hexagonalni zaklad spektrinové sité.

Tetramery spektrinu (obr. 6B) v RBC jsou sloZzeny do fetézcl o délce pfriblizné
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75 nm, avSak pfi protaZzeni mohou teoreticky dosahnout témér tfinasobné délky,

tedy asi 200 nm,["?834 coz membrané dava znaénou elastiénost.

A a-spectrin
human erythroid; alpha 1

o 1 2 3 4 5 6 7 891011 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21 c
SH3 domain dimerization EF hands
domain
B-spectrin
human erythroid; beta 1
1 2 3 4 5 & 7 B8 9 10 11 12 13 14 15 & 17
dimerization tetrameri;
domain
B a-spectrin

ENM'E% 'E%EE -_%ﬁ E_%EW% X 2

B-spectrin l T

a-spectrin B-spectrin

[-spectrin a-spectrin

C s B17

ol al

Obr. 6: Schéma erytrocytarniho spektrinu: (A) lzoformy spektrinu. (B) Asociace
spektrinovych viaken. (C) Detail spojeni a-spektrinu (repetice 0-1) a B-spektrinu
(repetice 16-17).

Strukturng se sit spektrinu (obr. 2b) sklada priblizné z 3,3x10* repetic.
Pomoci transmisni elektronové mikroskopie bylo zjisténo, Ze kazda tato
jednotka je viditelnd jako maly paprskovity hexagon (obr. 2b) tvofeny 4.1R
komplexem se S$esti dlouhymi a/f spektrinovymi dimery vybihajicimi
z centralniho kratkého aktinoveho protofilamentu, a ze Sesti ankyrinovych
komplextu (obr. 11) skladajicich se z ankyrinu, prouzku 3 a proteinu 4.2.
Polomér hexagonl zavisi na stupni protazeni spektrinovych dimerd. Ne

vSechny spektrinové dimery jsou spojeny s ankyrinovym komplexem, avSak
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vétSina spektrinovych tetramerl je asociovana sjednim nebo dvéma
ankyrinovymi komplexy.*® Kromé& hexagont je ve spektrinové siti pfitomno
piiblizné 3 % pentagonti a 8 % heptagonu.®

Spektrin je kliCovou soucasti cytoskeletalni sité, ktera reguluje tvar,
membranovou deformabilitu,®” stabilitu a lateralni pohyb prouzku 3 jakoZto
integrainiho proteinu.” a- i B-spektrin maji vazebna mista pro PS, ktery

interaguje s proteinem 4.1 a ankyrinem. %!

2.3.4.2  Aktin

Erytrocytarni aktin je globularni protein o 43 kDa v burice pfitomen v poctu
4-5x10° kopii.l!) Sklada se z 375 AMK-zbytk(, poskladanych do dvou
majoritnich domén. Mensi doména je rozdélena na subdomény 1 a 2, vétsi
doména na subdomény 3 a 4. Aktin ma tendenci se formovat do filamentozni
struktury (F-aktinu), tvofené 14-16 aktinovymi monomery, a formovat tak
zietelnou dvousSroubovici. Délka aktinovych vidken v erytrocytarni membrané je

regulovana tropomyosinem a &ini pfiblizng 37 nm.% 171

(a) 40 nm (b)
\ 02‘ E-Tmod
(G actin
s 4— 37 nm—e

AVA
PAVAVAN
K 0. 2

33-35nm
¢ ¥ e R o

Sp  Sp

Sp

Obr. 7: Aktin: a) schéma hexagonalni sité, b) 4.1R komplex, c) vazba spektrinu
s tropomodulinem. Sp = spektrin, JC = 4.1R komplex, SC= ankyrin komplex, E-
Tmod = tropomodulin. #°

Aktin je dalezitou soucasti 4.1R komplexu (obr. 12), ktery se sklada z 15-20
aktinovych molekul poskladanych do dvou vldken obtoenych okolo dimeru

tropomyosinu, nasledné prekrytych tropomodulinem (obr. 12).B2* Aktinova
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vlakna interaguji pfimo s B-spektrinem a jsou stabilizovany pomoci spojeni
zprostfedkovaného proteinem 4.1, ktery vaze jak aktin, tak spektrin. F-aktin je
vétsinou asociovan se Sesti a/B-spektrinovymi heterodimery (obr. 7). 39!

4.1R komplex zahrnuje dalSi aktin vazajici proteiny, jakozto dematin a aktin
svazujici proteiny jako a- a B-adducin. 4.1R komplex je znamy pro svou
interakci s glykoforiny prostfednictvim proteinu p55 a proteinu 4.1. Mnozstvi
téchto komplexti na jeden erytrocyt je asi 4x10*B*39 Aktin interaguje s
N-koncem B-spektrinovych viaken pouze slabé, interakce jsou proto vyrazné
zvySeny proteinem 4.1 (4.1R). Komplex spektrin-aktin-4.1R je kliCovym
regulatorem mechanické stability membrany.*!

Cytoskelet membrany erytrocytu je tvofen hexagonalni mfizi (obr. 8a),
slozenou z jednotlivych elementl. Kazdy element obsahuje jeden 4.1R
komplex, tfi spektrinové tetramery, tfi ankyriny, tfi tetramery B3, jeden dimer B3
asociovany s 4.1R komplexem (obr. 8b) a také &tyfi volné dimery prouzku 3,

které Ize vidét na obr 8c.

(a) (b) -
junctional complex
+band 3 dimer

> spectrin tetramer —=

- ankyrin +
/ band 3 tetramer

(c) junctional complex
+band 3 dimer

ankyrin +
band 3 tetramer

Obr. 8: Schéma 4.1R komplexu: a) hexagonalni sit, b) sloZeni elementu, c) 4.1R
komplex s volnymi B3 dimery. B4
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2.34.3 Prouzek 4.1

Protein 4.1 je fosfoprotein globularniho tvaru, pfitomny na membrané v poctu
asi 2x10* kopif. Jeho molekulovd hmotnost se pohybuje mezi 78-80 kDa.
Protein 4.1 se v membrané erytrocytu vyskytuje ve dvou formach liSicich se
molekulovou hmotnosti - protein 4.1a (80 kDa) a protein 4.1b (78 kDa).” Rozdil
2 kDa je vysledkem konverze asparaginu, neboli deamidace 2 asparaginovych
zbytku, ktera probiha v priibéhu starnuti erytrocytd. 4
Protein 4.1 je multifunk&ni protein, ktery udrzuje tvar erytrocytu a mechanické

vlastnosti membrany, jako jsou deformabilita a stabilita,!*?

prostfednictvim
laterdlnich interakci se spektrinem, aktinem, glykoforinem C a proteinem p55.
Afinita proteinu 4.1 k jinym membranovym proteinim je regulovana pusobenim
kindzy a kalmodulinu-Ca®*. 4.1R je také nezbytny pro vertikdlni spojeni

cytoskeletu a membrany prostrednictvim prouzku 3 a glykoforinu C.1*H

BPA GPC (CaM p55 spectrin’ actin
N-lobe ' «-obe | C-lobe P P
(A) o (B) €)

"™ FERM ™ Ps SABD CTD

Obr. 9: Schéma domén proteinu 4.1: CTD = C-terminalni ¢ast, FERM = 4.1-ezrin-
radixin-moesin doména, SABD = spektrin-aktin-vazajici doména, BPA = prouzek 3,
CaM = kalmodulin, GPC = glykoforin C, p55 = protein p55, P = fosfat. [*!

Protein 4.1 se sklada ze ¢tyf domén, jak je znazornéno na obrazku 9. Prvni
doménou je FERM (zkratka odvozena od téchto proteind: four.one protein,
ezrin, radixin, moesin) o 30 kDa, umisténa na N-konci, ktera se sklada ze ftfi
lalokt A-C."? Tato doména je zodpovédna za vazbu proteinu 4.1 k ostatnim
proteinim jako napfiklad glykoforinu A a C, proteinu p55 ¢i kalmodulinu.®!
Kromé toho se zde vaze i PIP2 &i PS."*? Druhou doménou je 16 kDa doména
poskytujici spojeni mezi prvni a tfeti neboli SABD doménou, tedy spectrin-actin-
biding-domain, o molekulové hmotnosti 10 kDa, ktera vaze spektrin a aktin.

Ctvrtou je 22/24 kDa CTD doména (carboxyl terminal domain) tedy C-konec.[*!
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2.34.4 Prouzek 4.2

Protein 4.2 patfi mezi periferni membranové proteiny. V jedné erytrocytarni
bufice je pfitomen v poétu asi 2,5%10° kopii,® predstavuje tak tedy asi 5 %
membranovych proteind. Jeho molekulova hmotnost &ini 72 kDa.[*/

Pfesna role proteinu 4.2 zatim nebyla zjisténa. Bylo ovSem prokazano, ze
protein 4.2 se vaze na N-konec cytoplazmatické domény prouzku 3, coz ma
zakladni vyznam pfi udrzovani strukturni integrity membrany, a také interaguje

s ankyrinem, proteinem 4.1 a spektrinem.

2.3.4.5 Ankyrin

Ankyrin je protein o molekulové hmotnosti 210 kDa, ktery je v membrané
RBC pfitomen v poétu asi 1,25x10° kopii.*? Erytrocytarni ankyrin Ize délit do tfi
domén: bazické membranové (89 kDa) na N-konci (AMK 2-827), neutralni
spektrinové (62 kDa, AMK 828-1382) a acidické regulacni (55 kDa, AMK
1383-1881) domény na C-konci (obr. 10)® Ptedpoklada se, Ze ankyrin ma
kliCovou roli pfi udrzovani integrity membrany skrze interakce se spektrinem
a prouzkem 3. Defekty vjeho struktufe jsou nejCastéjsSi priCinou hereditarni

sférocytdzy.*”!

Band3
“} &
<——Bazickd membranova
4.2 3
doména
Neutralni spektrnivova A 'n
_—

doména

“————Acidicka regulaéni doména

Obr. 10: Asociace ankyrinu k B3 a proteinu 4.2: N-konce ankyrinu, obsahujici
vazebné misto pro B3 (fialova barva), je vazan s B3 (zelend) a proteinem 4.2
(Servend). *°

Membranova doména obsahuje kratké ankyrinové repetice poskladané do
struktury podobné solenoidu.”® Tato doména je mistem vazby B3, ktera
probiha prostfednictvim AMK-zbytku 175-185 jeji B-smycky.*” Ankyrin ma dvé

vazebna mista pro prouzek 3, a jelikoz B3 je v membrané pfitomen predevsim
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jako dimer, jsou tato vazebna mista schopna interagovat se Ctyfmi molekulami
prouzku 3. Spektrinova doména, nebo taktéz centralni doména, je
lokalizovand mezi AMK-zbytkem 828 a 1386 a interaguje s B-spektrinovou
repetici 14 a 15 na C-konci.?® *°! PrestoZe ankyrin obsahuje dvé vazebna mista
pro spektrin, kazdy tetramer spektrinu se vaze pouze s jednim timto mistem.
Regulaéni doména v blizkosti C-konce obsahuje tzv. regulacni oblast, ktera

zvysSuje Ci snizuje miru interakce ankyrinu se spektrinem a prouzkem 3.

2.3.4.6 Adducin

Adducin je periferni membranovy protein vyskytujici se v membrané RBC
jako heterodimer a heterotetramer v poétu asi 3x10* kopii na jednu buriku.!®
Sklada se ze dvou podjednotek (a, B), z nichz kazda obsahuje C-konec, stfedni
¢ast a N-konec (obr. 11). C-konec je dulezity pro vazbu prouzku 3, obsahuje
také MARCKS (Myristoylated Alanince-Rich C-Kinase Substrate) doménu,
udastnici se protein-protein interakci a membranové regulace.””

Adducin ma v membrané nékolik funkci. Zaprvé utvari spojeni mezi spektrin-
aktinovym 4.1R komplexem a prouzkem 3. PoruSeni tohoto spojeni vedou
k nestabilitt membrany a jeji spontanni fragmentaci. Zadruhé stabilizuje

asociace mezi aktinem a spektrinem a tak zajiStuje mechanickou stabilitu

membrany béhem Zivota erytrocytu v krevnim obéhu. Zatfeti ma regulaéni
[46, 48]

funkci, zodpovida napfiklad za morfologii membrany.

A)

H.N @m tall F+¥]COOH

Obr. 11: Schéma erytrocytarniho heterodimeru aducinu: A) podjednotky aducinu, B)
stavba jedné podjednotky; +++ oznacuje MARCKS doménu.
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2.3.4.7 Tropomodulin atropomyosin

Tropomodulin a tropomyosin patfi mezi membranové proteiny tvofici
cytoskelet.!?! Tropomodulin, protein o molekulové hmotnosti 41 kDa, vaze
tropomyosin v poméru 2:1 a kryje konce aktinovych protofilament a reguluje
jejich délku. Sklada se z flexibilniho N-konce a samostatného C-konce. 1249
V RBC je pfitomen v po&tu 3x10* kopii.*¥ Tropomyosin je heterodimer o dvou
podjednotkach - 27 kDa a 29 kDa. V bufice je pfitomen v poétu asi 8x10*

kopif.l®!
2.3.5 Integrélni membranoveé proteiny

Integralni membranové proteiny maji rlznorodé funkce, slouzi jako
transportéry pro kationty, mocCovinu ¢&i vodu, nebo jako adhezivni proteiny

udastnici se interakci RBC s jingmi krevnimi &i endotelovymi burikami.l*”!

2.3.5.1 Prouzek 3

Prouzek 3 (B3), jinym nazvem anion exchanger 1, je dualezitou strukturni
soudasti RBC predstavujici asi 25 % povrchu membrany.®® V erytrocytarni
membrané je pfitomen bud jako dimer (60 %; 3,6x10° kopif), nebo tetramer
(40 %;1,2x10° kopif).?¥

Prouzek 3 je dulezity pro mnoho fyziologickych procesu, zejména pro
transport CO; krvi, udrzeni intracelularniho pH a také pro mechanickou stabilitu
membrany.®? Jelikoz rozpustnost CO, v krvi je pomérné nizka, jsou jeho
molekuly, které difunduji do RBC, konvertovany na HCOj3; pomoci
karboanhydrazy 11,°? kterd je véazana na C-konci prouzku 3.5
Hydrogenuhli€itanovy iont je poté transportovan ven z bunky pomoci B3
vyménou za chloridovy anion. V plicich funguje tento proces opacné diky
tlakovému gradientu CO, mezi krvi a plicnimi alveoly. Rychlost této vymény je
asi 10° monovalentnich aniont(i za sekundu.??

Strukturné se jedna o 911 AMK dlouhy membranovy transportni protein,
ktery zajistuje vyménu chloridovych a hydrogenuhli¢itanovych iontd. Aktivni
formou B3 je dimer, ve kterém je kazdy z monomeru rozdélen do dvou oblasti:
hydrofobni oblasti a hydrofilni oblasti, kter& se dale déli na N-konec
a C-konec.®™ Cytoplazmaticky N-konec, tedy AMK 1-359, o molekulové
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hmotnosti 40 kDal®® je zodpovédny za asociaci B3 s cytoskeletem®

prostfednictvim vazeb s perifernimi membranovymi proteiny ankyrinem,
proteinem 4.1, proteinem 4.2 a adducinem.® N-konec je také mistem, kde
probihd kompetitivni vazba deoxyhemoglobinu a nékolika glykolytickych
enzym(.Pt %% ¢ Membranovy C-konec, tedy AMK 360-911, o molekulové
hmotnosti 55 kDa®! se sklada z 12-14 transmembranovych segmentt
s kratkymi AMK-fetézci o 33 AMK, majici kliCovou roli v regulaci vymény plynu
diky vyméné chloridd a hydrogenuhli€itanovych iontd napfi¢ membranou.
Tento tzv. chloridovy shift vede ke snizeni pH a napomaha tak uvolnéni O,

z hemoglobinu.?

Ankyrin complex 4.1R complex
e RhAG Duffy
CD47 Rh | |Kell
Band 3 Band 3 Band 3 XK
GPA | ¢l | cPA Glut1 GPC
W — A b
Protein 4.2 ——— ) _
a-spectrin Dematin 4 ~——pb5
\ Adducin e
Ankyrin 41R
B-spectrin Tropomyosin

Actin protofilament

Tropomodulin

Obr. 12: Komplex ankyrinu a 4.1R spojovaci komplex: @ LW = Landsteiner-Weiner
krevni skupina, GPA = glykoforin A, CD47 = transmembranovy protein kédovany
genem CD47, Rh = Rh faktor, RhAg = Rh asociovany glykoprotein, Glutl = gluk6zovy
transportér, Duffy = krevni skupina Duffy, Kell = krevni skupina Kell, XK = XK protein,
GPC = glykoforin C, p55 = protein p55, 4.1.R = protein 4.1.
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V erytrocytarni membrané se prouzek 3 nachazi jako vyssi forma oligomerd,
nejéastéji dimerti (60 %), tetramert (40 %) a vétSich agregatt.P¥ Pravé
tetramer vaZze protein 4.2 a ankyrin.®” B3 také interaguje s integralnimi
membranovymi proteiny jako napfiklad s glykoforinem A nebo sRh
komplexem.® Rh komplex predstavuje dalsi dileZitou interakci mezi
membranou a spektrinovym cytoskeletem. Sklada se z Rh polypeptidu, CD47,
LW a glykoforinu B.1”

Prouzek 3 je dulezitou soucasti dvou hlavnich multiproteinovych komplext —
ankyrin a 4.1R spojovaciho komplexu, jak je znazornéno na obrazku 12, které
slouzi jako misto vertikalniho spojeni mezi plazmatickou membranou
a spektrinovym cytoskeletem.®*

Prouzek 3 slouzi také jako kotva, spojujici rozpustné cytoplazmatické
proteiny a slozky cytoskeletu. Spektrin se k B3 vaze pomoci ankyrinu a proteinu
4.1 (obr. 12). Tyto interakce s cytoskeletem €ini B3 nezbytnym pro udrzeni
tvaru RBC a jeho mechanické sily.?

Prouzek 3 také pusobi jako antigen procesu starnuti pro poSkozené a staré
RBC. Shlukovani B3 v membrané spusti proces navazani protilatek proti
extracelularni ¢asti proteinu a zpusobi tak odstranéni starych a poSkozenych
RBC.P?  Specifické mutace B3 vedou k hereditarni  sférocytoze  &i

stomatocytéze.®" Prouzek 3 nese antigeny krevni skupiny Diego.®®

2.3.5.2 Glykoforiny

Glykoforiny jsou skupinou péti integralnich membranovych proteinu. Patfi
sem glykoforin A, B, C, D a E'® a v&echny se skladaji ze tfi dasti. Prvni &asti je
cytoplazmatickd doména na C-konci, ktera je zanofena do cytosolu.Y Dalsi
¢ast tvofi hydroféobni doména, ktera existuje jako Sroubovice klenouci se
lipidovou dvojvrstvou, a tfeti Cast tvofi N-konec, coz je silné glykosylovana
extracelularni doména, ktera je umisténa na povrchu buriky.®

Glykoforin A (GPA) je hlavni sialoglykoprotein o molekulové hmotnosti
36 kDa. VysSi podil kyseliny sialové ma za nasledek negativni naboj membrany
erytrocytu. Sklada se ze 131 aminokyselin: 70 extracelularnich,
22 transmembranovych a 39 cytoplazmatickych.*® Radi se mezi integraini

membranové proteiny.*? V membrané je pfitomen ve stejném poétu jako
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prouzek 3 tedy 10° kopii na erytrocyt.®”! GPA obsahuje transmembranovou
doménu, ktera asociaci vytvari jeho symetricky dimer.[*%

Hlavni funkci GPA je minimalizovat vzajemné interakce mezi erytrocyty
a zabranit tak jejich agregaci v cirkulaci. Sialova kyselina také slouZzi jako ligand
pro viry, bakterie a parazity.[58] Glykoforin A funguje jako antigen krevni skupiny
MNS.°

Piiblizné 50 % glykoforinu B je tvofeno oligosacharidy.® V erytrocytarni
bufice je pfitomen v poétu 2x10° kopii. Glykoforin C (GPC) je glykoprotein
0 128 AMK a molekulové hmotnosti 32 kDa. V membrané RBC je pfitomen
v poétu 143x10° kopii. GPC je funkén& velmi dleZity, nebot jeho
cytoplazmaticky konec vaze protein 4.1 apb55, coz vede k zanofeni
cytoskeletalni sité do membrany, a ma tedy rozhodujici vliv pfi udrzovani

stability, deformability a tvaru membrany.[®

2.3.5.3 Aquaporiny

Aquaporiny (AQPs) jsou skupinou integralnich membranovych proteinu.
Slouzi jako kanaly propustné pro vodu, avSak nepropustné pro jiné roztoky
nebo nabité molekuly. Hraji tedy dulezitou roli pfi transportu vody napfi¢
membranou.® Lidsky erytrocyt obsahuije pfiblizné 4-5x10* molekul AQP.[?

Aquaporin ma strukturu tetrameru, kde je kazda podjednotka individualnim
transportérem tvofenym Sesti transmembranovymi a-Sroubovicemi, které
obklopuji jeden tzky vodni kanal vedouci skrze membranu.®® AQP je nezbytny
pro vyrovnavani rapidnich zmén osmotického tlaku pfi prichodu erytrocytu
krevnim fecistém. Plavodni nazev AQP je CHIP28 odvozeny od jeho funkce
a molekulové hmotnosti, tedy Channel-like Integral Protein of 28 kDa.[®! AQP

nese antigeny krevni skupiny Colton (Co® a Co®).[°%
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2.4 Onemocnéni spojena s poruchou membrany erytrocytu

2.4.1 Hereditarni sférocytoza

Hereditarni sférocytdza patfi do skupiny heterogennich dédi¢nych
onemocnéni charakteristickych pfitomnosti erytrocytt sférického tvaru, neboli
sférocytt (obr. 13), v perifernim krevnim natéru.®¥ Dédi¢nost je v75 %
pfipadech autozomalné dominantni. Ve zbylych 25 % pfipadl se onemocnéni
objevuje spontanné bez predchoziho vyskytu v roding.*® Hereditarni
sférocyt6za je nejCastéjSim dédicnym onemocnénim hemolytickou anémii ve
stfedni a severni Evropé. Prevalence je asi 1-5 pfipad(l na 1x10* obyvatel v
Evropé.[®"]

NejcastéjSimi pfiznaky jsou bledost zplsobena anémii, zloutenka v disledku
hyperbilirubinémie a splenomegalie diky zvySenému vychytavani vadnych
erytrocytl ve slezing.[®®! Typickym klinickym obrazem je zvySena hemolyza
a také erytropoéza jako dusledek kompenzacnich mechanismu. StézZejnim je
ovSem nalez sférocytu v perifernim krevnim natéru.’® Vv prab&hu onemocnéni
se mohou vyskytnout dvé vyrazné komplikace a to - zhorSeni anémie a tvorba

biliarnich kamen.[®8!

Obr. 13: Hereditarni sférocyt6za. ©

Pri¢inou tohoto onemocnéni je defekt ve vertikalni interakci proteinu
spojujicich cytoskelet s membréanou erytrocytu.™ Mezi tyto proteiny zajistujici
vertikalni interakci patfi ankyrin, prouzek 3, protein 4.2 a spektrin. VétsSinou se

jedna o mutace genti kdduijicich tyto strukturni proteiny, predevéim spektrin.®”!
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Obr. 14: Fyziologicky efekt hereditarni sférocytdzy. uPraven die 69

Defekty vedou k nestabilité lipidové dvojvrstvy a ke snizené deformabilité
membrany a k nasledné tvorbé vezikul odskrcujicich se od membrany (obr. 14)
a tak ke vzniku sférocytl v dusledku ztraty povrchu membrany vici objemu
erytrocytu.'®> 8 Dal$imi ztratami membranového materialu dochazi ke vzniku
mikrosférocytu, ktery neni schopen projit pfes slezinné sinusy, tudiz ve sleziné

uvizne a je fagocytovan butikami monocyt-makrofagového systému.°®!

2.4.2 Hereditarni eliptocyt6za

Hereditarni eliptocytéza (HE) je dalSim onemocnénim vznikajicim v dusledku
defektu membrany zplsobeného mutaci gend koédujicich membranové Ci
skeletalni proteiny, coZz ma za pfiinu zmény funkci a snizeni deformability
membrany.®® HE je heterogenni skupinou autozomaln& dominantnich

membranovych poruch.®® Prevalence HE v USA je 3-5 lidi z 1x10%.[®
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HE je zplUsobena defekty v horizontalni interakci proteind spojujicich
membranu s cytoskeletem v€etné interakci spektrinovych dimerd a interakci
spektrin-aktin-protein 4.1.% Zmutovanymi geny jsou tedy geny kédujici protein
4.1, a-spektrin nebo B-spektrin.®® Oslabeni vazeb heterodimert spektrinu
vedou k reorganizaci cytoskeletu a opakovany prachod krevnimi kapilarami

o malém prisvitu mizZe vést k trvalé elongaci RBC.!*®!

Obr. 15: Hereditarni eliptocytoza: A) eliptocyty doutnikového tvaru, B) ovalocyty. ©

Hereditarni eliptocytdéza je charakteristicka pfritomnosti eliptickych erytrocytu
pfipominajicich doutniky (obr. 15A) v perifernim krevnim natéru. Klinické
pfiznaky HE jsou rdznorodé, poéinaje asymptomatickym nosiéstvim,'® az po
zivot ohrozujici anémii. Navic pfiznaky jsou pro kazdého pacienta ve stejném
stadiu choroby rtizné.[®®!

Tézkou, ale vzacnou formou HE je hereditarni pyropoikilocytéza. Jedinci
postiZzeni timto onemocnénim maji erytrocyty mnohem nachylnéjsi k teplu. Pfi
zahrati dochazi kjejich fragmentaci a ke vzniku nepravidelného tvaru
membrany.®

Dalsi formou HE je hereditarni ovalocyt6za (obr. 15B) znama také pod
ndzvem South-east Asian Ovalocytosis (SAO). Toto onemocnéni je rozSifené
predevSim v oblastech s vyskytem malarie, jako je Indonésie, Filipiny, Malajsie
¢i jih Thajska. SAO je vysledkem mutace genu kodujicich prouzek 3, konkrétné
delece 27 nukleotidt kédujicich AMK 400 az 408 prouzku 3.1°® Dédignost je
autozomalné dominantni. V perifernim krevnim natéru jsou pfitomny typické
ovalocyty s charakteristickymi zarezy. SAO je vétSinou asymptomaticka, nékdy

ovéem doprovazena mirnou hemolyzou.®®!
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2.4.3 Hereditarni stomatocytéza

Hereditarni stomatocyt6za je vzacnou formou defektd membrany erytrocytu,
kdy vétSinou jsou defektni geny kodujici protein 4.2. Dédi¢nost je autozomalné
dominantni.’®® Stomatocytéza je charakteristicka &irokou pfiénou $térbinou na
erytrocytu viditelnou v perifernim natéru krve.® Tyto erytrocyty se nazyvaji
stomatocyty. Toto onemocnéni je charakteristické zvySenou permeabilitou
membrany, coz vede ke znaCnym zmé&nam objemu erytrocytu, ktery muze byt

jak zvysen, tak snizen.[*®

Normal Hydrocytosis Xerocytosis

Obr. 16: Hereditarni stomatocyt6za- elektronova mikroskopie: zleva- normélni RBC,
erytrocyty  pfi  hyperhydratované hereditarni  stomatocytoze, erytrocyty pfi
dehydratované hereditarni stomatocytéze. ©

Podle zmén objemu se hereditarni stomatocytéza déli do dvou forem:
xerocytézy neboli dehydratované hereditarni stomatocytdézy, kdy je objem
erytrocytu snizen a druhou formou je hyperhydratovana hereditarni
stomatocyt6za. Oba typy jsou charakteristické unikem univalentnich kationtu
Na® a K, coz vede ke zmé&né intracelularniho obsahu kationtd a tim ke zméné
objemu erytrocytu.¢-%8!

Castgji se vyskytuje dehydratovand hereditarni stomatocytéza, ktera
vznika diky ztraté kationtd, pfedevdim K*, avody, coz vede k dehydrataci
bunky. V dusledku téchto zmén dochazi ke snizeni MCHC. Naproti tomu pfi
hyperhydratované hereditarni stomatocytdze je hydratace bunky zvySena kvuli

tniku prislugnych iontt. Tato forma je ovéem velmi vzacna.!®®
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3. Zaveér

Cilem této bakalarské prace bylo podat zakladni pohled na strukturu
membrany erytrocytu jako celku a seznamit se s nejcastéjSimi onemocnénimi
vznikajicimi v dusledku jejiho defektu. Erytrocytarni membrana je pfikladem
rozmanitosti a sloZitosti pfirody, kde i miniaturni burika, na prvni pohled velmi
jednoducha, je slozitym komplexem vzajemné propojenych proteind a lipida
s mimofadnymi vlastnostmi jako je vysoka elastiCnost a strukturni odolnost
vySSi nez u oceli.

Ackoliv se o existenci erytrocytu vi jiz nékolik stoleti a stejnou dobu probihaji
vyzkumy v této oblasti, dle mého nazoru je struktura erytrocytu stale aktualnim
tématem a védci celého svéta maji jeSté mnoho prace pred sebou, nez bude

presna struktura a funkce membrany erytrocytu plné pochopena.
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