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ANOTACE

Tato prace je vénovana pusobeni erytrocytl v hemostdze. Zabyva se jak obecnym
popisem erytrocytu, tak podrobné&jsim popisem hemostazy. Dale je zde mozné zjistit informace
0 membrané erytrocytu a zastoupeni jednotlivych bilkovin v membréané a detailni popis role

¢ervenych krvinek v zéastaveé krvaceni.
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ANNOTATION

This bachelor work is focused on description of a role of red blood cells in haemostasis.
It deals with basic description of erythrocyte and more detailed description of haemostasis. In
addition, other information can be found out about erythrocyte membrane with its components

and detailed role of erythrocytes in haemostasis.
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UVOD

Hemostéaza ¢i zastava krvaceni je pro zivé organismy zivotné dulezity déj. Cely proces
je slozen z n€kolika po sob¢ jdoucich reakci a pfi poruse jedné z nich mohou nastat zavratné
zmény. Cilem spravné hemostazy je vytvoreni fibrinu. To se déje pomoci koagula¢ni kaskady,
ktera je zalozena na postupné aktivaci koagulacnich faktort.

Mezi nejhlavngjsi funkce Cervenych krvinek patii prenos dychacich plynii a zdsobeni
tkani kyslikem. Ovsem vliv erytrocytli na hemostazu patii k novéjsim tématiim vedle ¢innosti
krevnich desticek, kterd je znama jiz dlouhou dobu. V poslednich n¢kolika letech se ukazalo,
ze ¢ervené krvinky maji biologicky a klinicky vyznam pfi krevnim sraZeni a tim i u jeho poruch.
Zpisob, jakym erytrocyty ovliviiuji hemostazu, tkvi ve vlastnostech jejich bunééné membrany,
pritomnosti adhezivnich molekul na jejich povrchu a schopnosti ménit svlij tvar béhem

krevniho srazeni.
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1. HEMOSTAZA

Hemostéza je d&j, pti kterém dochézi k zastaveni krvaceni, pokud se narusi cévni sténa.
Tento proces je pro zivy organismus velice dulezity a chrani ho pied vetsi ztratou krve ¢i
dokonce vykrvacenim pfi poranéni. Mezi mechanismy, diky kterym dochazi k hemostéaze, jsou:
reakce cév, Cinnost trombocytl, hemokoagulace a fibrinolyza. Jako prvni se hemostatické déje
uplatiiuji na malé trhliny stén kapilar a zilek. Pokud ovsem dojde k poskozeni velké tepny, kde
je krev pod vyssim tlakem, nestaci k zastave krvaceni bézné ptirozené procesy. V tomto ptipadé

je nutné, aby byl ranény odborné osetien, jinak by mohlo dojit k vykrvaceni.

1.1 Reakce cév

Ihned po poranéni cévni stény dojde ke stazeni hladké svaloviny, ¢imz se okamzité snizi
prutok krve. Tuto vazokonstrikci zptisobi uvolnéni vazokonstrikénich latek, jako je tromboxan
A: (Guyton a Hall, 2006). Ten hraje dilezitou roli v aktivaci krevnich desti¢ek dale v jejich
zméné tvaru a agregaci, coz ma za vysledek tvorbu trombu. Trombus vytvofeny pomoci
tromboxanu Az agregaci krevnich desticek, mize n¢kdy zpisobit akutni infarkt myokardu.
Prevenci tohoto onemocnéni je tvorba inhibitorti tromboxanu Az a antagonisti tkédnového

faktoru (Nakahata, 2008).

1.2 Cinnost trombocyti

Trombocyty jsou malé bezjaderné buiiky, které maji v priméru ptiblizné 1-2 pum (Hou
a Carimm et al., 2012). Jsou vytvafeny z megakaryocyt v kostni dfeni a po jejich uvolnéni do
krevniho obéhu hraji klicovou roli v hemostdze. Mohou se velice rychle adherovat a agregovat
na misté, kde byla céva poSkozena a tim pomahat pfi jeji opraveé (Wang, Andrews a Yang et al.,
2012). Pomoci von Willebrandova faktoru a hlavniho proteinu subendotelového pojiva,
kolagenu, dojde k adhezi trombocytt. Tato adheze je pocate¢nim krokem primarni hemostazy
a diky ni dochazi k aktivaci krevnich desticek a nasledné zméné jejich tvaru, kdy se za¢nou
tvofit z membrany tzv. pseudopodie (obr. 1). Aktivace je spojena s vazbou fibrinogenu na
hlavni receptor GPIIb/IIIa (auibPs-integrin), tim dojde k nasledné agregaci krevnich desticek.
Agregace je charakterizovana shlukovanim desticek do hemostatické zatky (Jurk

a Kehrel, 2005).

14



Obrdzek 1: Krevni desticka s pseudopodiemi v elektronovém mikroskopu (prevzato z Jurk
a Kehrel, 2005)

1.3 Hemokoagulace

Po reakci cév a nasledné Cinnosti trombocytll nastdva hemokoagulace. U zdravého
jedince koluje krev v téle jako kapalina, nicmén¢ pti poranéni cév je nutné pfemeénit rozpustny
fibrinogen na nerozpustny fibrin. Tato pfeména je zprostiedkovana plazmatickymi
koagulacnimi proteiny. VétSina koagulacnich faktorti je syntetizovana v jatrech a jsou
prekurzory proteolytickych enzymi, zndmé jako zymogeny — coz jsou neaktivni formy téchto

enzymu. (Palta S, Palta A. a Saroa, 2014). Vycet koagulacnich faktoru je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1: Vycet koagulacnich faktorii

Faktor cislo Nazev faktoru
I Fibrinogen
I Protrombin
I Tkanovy tromboplastin
v Ca?*ionty
\Y Proakcelerin
\l Prokonvertin
VIHI Antihemofilicky faktor
IX Christmastv faktor
X Stuar-Prowertv faktor
XI Plasma Thromboplastin Antecedent
Xl Hagemanuv faktor
X1 Fibrin stabilizujici faktor

1.3.1 Koagulaéni kaskada

Koagula¢ni kaskada byla velkym pokrokem v porozumeéni procesu koagulace. Poté, co
bylo zjisténo vice o biochemii a pfedevSim koagulac¢nich faktorech, vytvofil se model
koagulace (obr. 2). Tento model je zaloZeny na rozdilné aktivaci systému, které se rozd€luji na
vnitini a vnéjsi. Vnéjsi cesta je aktivovana ptitomnosti tkaiového faktoru, zatimco vnitini cesta
se aktivuje v piipadé, ze dojde ke kontaktu krve s negativné nabitym povrchem, coz ma za

nasledek aktivaci faktoru VII (Ferreira et al., 2010).
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Vnéjsi cesta

Faktor Xl
HMWK, PK

Faktor Vlla
Tkanovy faktor
ce*

Faktor IXa
Faktor Villa
ca*

Obrazek 2: Schéma hemokoagulace: Znazorneni aktivace jednotlivych koagulacnich faktorii:
Aktivovany faktor je oznacen pismenem ,,a** (upraveno dle Hoffman a Monroe, 2001)

Tento model hemokoagulace je jiz zastaraly a navazuje na néj model novy (obr. 3), ktery
vychazi z modelu ptivodniho, a sklada se ze tii fazi — iniciace, amplifikace a propagace

(Hoffman a Monroe, 2001), a je zaloZen na roli jednotlivych bun¢k (Smith, 2009).
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Obrazek 3: Novy model hemokoagulace skladdjici se ze ti fazi: Prvni fazi je iniciace,
probihajici na burice nesouci tkanovy faktor. Dale amplifikace a aktivace krevnich desticek. Treti faze
— propagace, kterd probiha na aktivovaném povrchu krevnich desticek (prevzato z Hoffman
a Monroe, 2001)

1.3.1.1 Iniciace

Iniciacni faze koagulace je zahdjena na bunikach nesouci tkanovy faktor (TF), jako je
napiiklad fibroblast (Hoffman, 2003). Béhem hemostazy umoziuje naruseni cévy kontakt mezi
plazmou a buiikami nesoucimi TF. Faktor VII v plazmé se pevné vaze na bunéény TF a je
rychle aktivovan koagulacnimi a nekoagulacnimi proteazami. Komplex FVIIa/TF aktivuje
faktor X a faktor IX. Aktivovany FXa muze aktivovat plazmaticky faktor V, stejné tak jako
nekoagulacni protedzy. Pokud faktor X, aktivovany komplexem FVIIa/TF, opusti chranéné
prostiedi na povrchu, je rychle inhibovan TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) nebo ATIII
(AntiThrombin). Nicméné, faktor Xa, ktery zustava na povrchu bunky, se muze spojit
s faktorem Va a tim dojde k vytvofeni malého mnoZstvi trombinu. Ten nasledné hraje dillezitou
roli v nasledujici aktivaci krevnich desticek a faktoru VIII béhem amplifika¢ni faze (Hoffman
a Monroe, 2001).
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1.3.1.2 Amplifikace

.....

TF a je k dispozici pro aktivaci krevnich desti¢ek, které unikly z cév v misté poranéni. Navazani
trombinu na povrchové receptory krevnich desticek zpiisobi velké zmény na jejich povrchu.
Vysledkem je zména tvaru a proména membranovych fosfolipidli, ¢imz se vytvoii
prokoagula¢ni povrch na membrané¢ buiky. Kromé aktivace destiCek, trombin ziskany
dale stépi von Willebrandtiv faktor od FVIII (tyto faktory cirkuluji spolu). Tim, ze dojde
K uvolnéni von Willebrandova faktoru, nastane adheze a nasledna agregace trombocyti.

Uvolnény faktor VIII je nasledn¢ aktivovan trombinem na FVIIIa (Smith, 2009).

1.3.1.3 Propagace

V této findlni fazi je zesilena tvorba trombinu na povrchu krevnich desti¢ek. Faktor Va
se spoji s FXa a dojde k vytvotfeni protrombinazového komplexu, zatimco FVIIla spole¢né
s FIXa utvoii komplex zvany vnitini tendza. Tato protrombindza a vnitini tenaza slouzi ke
zvySeni aktivity faktordt Xa a IXa, vytvarejici dostatecné mnozstvi trombinu a nasledné
k produkci velkého mnoZstvi nerozpustného fibrinu. V této fazi trombin $tépi FXIII na FXIIIa,
ktery zesit'uje fetézce fibrinu. Tim, Ze se agreguji krevni desti¢ky a dojde k zesiténi fibrinu,
vytvoii se stabilni srazenina, kterd utésiiuje misto poranéni a zabraniuje nadmérné ztraté krve
(Yau, Teoh a Verma, 2015). Celé schéma nového modelu hemokoagulace je zobrazeno na
obrazku 4).

PROPAGACE

Protrombin

Protrombindza

Protrombin

Obrdzek 4: Novy model hemokoagulace (upraveno dle Pérez-Goméz a Bover, 2007)
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2. CERVENE KRVINKY

Cervena krvinka, jinak také erytrocyt, je krevni buiika. Adkoli se jednd o jednu
z nejjednodussich bunék, jeji funkce v organismu je velice dilezitd, protoze transportuje
dychaci plyny. Jednd se o bezjadernou buiku, kterd ma typicky bikonkdvni tvar. Zdravy
erytrocyt ma v priméru piiblizn€¢ 7,5-8,1 um a Sitku 1,7-2,2 pm. Diky tomuto tvaru ma
erytrocyt vétsi povrch (140 pm?), diky ¢emuz je schopen vazat vice kysliku. Erytrocyt musi
také behem svého obchu kapildrami mnohonasobné¢ zmensit sviij primér. Této deformace

dosahne diky strukturnim vlastnostem a slozenim buné¢né membrany (Pasricha, 2014).

2.1 Erytropoéza

Erytropoéza neboli krvetvorba je slozity proces slozeny z vice krokt, ktery probiha
V kostni dfeni resp, v mikroprostfedi zvaném niché. Zahrnuje diferenciaci erytrocytarnich
progenitord na bezjaderné ervené krvinky. VSe za¢ind u pluripotentni kmenové buiiky, ze které
se generuji erytrocytarni prekurzory (erytroblasty), a z nich se nasledné vytvoti zraly erytrocyt.
Popis vyvoje erytrocytu je zobrazen na obrazku 5 (Tsiftsoglou, Vizirianakis a Strouboulis,
2009). Hlavnim regulatorem erytropoézy je hormon erytropoetin. Jedna se o glykoprotein
produkovany v ledvinach, a aby mohla erytropoéza probihat bez problému je nutna dostatecna
zasoba tfi dalSich Zivin — kyselina listova, vitamin B2 a Zelezo. Nedostatek téchto Zivin miize
vést ke snizené produkci erytrocytl a nasledné i snizeni poctu cirkulujicich ¢ervenych krvinek

(Koury a Ponka, 2004).

2.2 Membrana Cervenych krvinek

Membrana cervenych krvinek se skladd z mnoha casti, které jsou zodpovédné za fadu
fyziologickych funkci a mechanickych vlastnosti buiiky. Tato membrana je sloZena z lipidové
dvojvrstvy, integralnich proteinii a membranového skeletu (Tse, Lux 1999), kdy strukturni
uspotfadani bunééné membrany umoziiuje erytrocytu se deformovat béhem své cirkulace v krvi,

aniz by doslo k poSkozeni jeho strukturni integrity (Mohandas, Gallagher 2008).
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Obrdazek 5: Struktura membrdny erytrocytu: Zleva: Komplex prouzek 3 je spojen se
spektrinovou siti diky ankyrinu. Band 3 komplex oznacuje volny komplex prouzku 3. Modry krouzek
odpovida lipidovym Cdsticim a cerveny krouzek oznacuje aktinova spojeni (Li, Lykotrafitis 2012).

Membrana krvinek je sloZzena z dvourozmérné (2D) spektrinové sité, ktera je spojena
do lipidové dvojvrstvy. Tato dvojvrstva se sklada z riiznych typt fosfolipidi, sfingolipidd,
cholesterolu a integralnich membranovych proteint, které jsou ptipojeny k lipidové dvojvrstveé
ptes periferni membranové proteiny (Li, Lykotrafitis 2012). Membranové proteiny budou vice

popsany v kapitole 2.2.2.
2.2.1 Membranové lipidy

Hmotnostni zastoupeni fosfolipidti a cholesterolu je stejné (Mohandas, Gallagher
2008), piicemz dohromady tvofi pfiblizné 50% hmotnosti zralych cervenych krvinek.
V bunééné membrané se vyskytuje také malé mnozstvi glykolipidd. Hlavnimi zéstupci
fosfolipidi. v membrané cervenych krvinek jsou: fosfatidylcholin, sfingomyelin,
fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin a v malém mnozstvi fosfatidylinositol (Yawata, 2003).
Prvni dva fosfolipidy se nachazeji na vnéjsi strané lipidové dvojvrstvy a fosfatidylethanolamin
a fosfatidylserin jsou lokalizovany na strané vnitini (Mohandas, Gallagher 2008). Toto

asymetrické uspotadani se nazyva trans asymetrie a je zobrazeno na obrazku 6 (Yawata, 2003).
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Obrazek 6: Asymetrické rozlozeni fosfolipidiit v bunécné membranée (upraveno dle Alberts,

2002)

2.2.2 Membranové proteiny

Membréanové proteiny, jejichZz rozdéleni pomoci elektroforézy je na obrazku 7, se
rozdéluji do dvou skupin podle toho, jak snadno se mohou odstranit z membrany. Nékteré
z nich mohou byt snadno odstranény extrakci, pravdépodobné proto, Ze jsou spojeny pouze
S jednou stranou membrany. Skupina proteind, kterou Ize snadno odstranit, se nazyva ,,periferni
proteiny” a druha skupina se nazyva ,integralni proteiny“. Kromé tohoto déleni jsou
membranové proteiny klasifikovany do tfech kategorii podle jejich funk¢énich vlastnosti
Vv membrané. Prvni jsou cytoskeletadlni proteiny, jejichz typickymi zastupci jsou spektrin,
protein 4.1 a aktin. Druha je skupina integralnich protein, kam patii prouzek 3 a glykoforiny.
Ankyrin a protein 4.2 tvoii tieti skupinu tzv. kotvicich proteint, které se spojuji s cytoskeletarni

siti a integralnimi proteiny (Yawata 2008.
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Obrazek T: Elektroforéza membranovych proteinii erytrocytu (prevzato z Debaugnies, 2011)

2.2.3 Periferni membranové proteiny

Periferni membranové proteiny jsou nepiimo spojené s bunéénou membranou pies
interakci protein-protein. Byly definovany jako proteiny, které se odstrani z membrany pomoci
polarnich ¢inidel. Témi jsou roztoky o vysokém pH nebo s vysokou koncentraci soli, aniz by

doslo k poruseni fosfolipidové dvojvrstvy (Cooper, 2000).
2.2.3.1 Spektrin

Jedna se o cytoskeletarni protein, ktery byl objeven v erytrocytech a je dilezity pro
zachovani stability, struktury a tvaru bunééné membrany. Tento protein byl poprvé izolovan
Z erytrocytu postradajici hemoglobin, jinak také zvany ,,duch”. Jedna se o velkou molekulu,
ktera se sklada ze 106 aminokyselinovych zbytkl oznacované jako repetice (Zhang et al. 2013).
Vlastnosti téchto repetic, jako je jejich usporadani, orientace a stabilita, jsou povazovany za
klicové ve struktufe a mechanickych vlastnostech spektrinu (Czogalla et al., 2007). Spektrin
tvofi dvé antiparalelni formy o a B spektrin, které spolu vytvafeni tetramery (Burton a

Bruce, 2011).
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Aby mohlo dojit k vytvofeni membranového skeletu, vyzaduje spektrin interakci
s dal§imi proteiny. Hlavnim proteinem, ktery zajiStuje tuto interakci, je ankyrin. Jiné spoje
spektrinu s membranou jsou zprostfedkovany proteinem 4.1, ktery se nachdzi na konci

spektrinové molekuly (Bennet a Lambert, 1991).
2.2.3.2 Ankyrin

V lidském téle se nachazeji tfi hlavni ankyrinové izoformy (R, v erytrocytech;
B, v mozku; G, ktery je v téle produkovan na vice mistech). Pfehled exprese ankyrinu v lidském
téle je uveden v tabulce 2 (Ipsaro a Mondragon, 2010). Erytrocytarni izoforma ankyrinu je
velky protein nachazejici se v éervenych krvinkach v mnozstvi 1,25x10° (Satchwell, Shoemark,
Sessions a Toye, 2009). Erytrocytarni ankyrin lze rozdé¢lit do tii domén: membranovou,

spektrinovou a regulaéni (obrazek 10).

REGULATORY DOMAIN
MEMBRANE-BINDING SPECTRIN-BINDING DEATH C-TERMINAL

24 ANK repeats

Obrazek 8. Funkcni domény ankyrinu: Zleva: Membrdanova doména slozena z 24 AMK repetic
zprostiedkovavajici interakci s riuznymi iontovymi vymeniky, spektrinova doména interaguje
S cytoskeletem pres f-spektrin; regulacni doména slozend z poddomén (prevzato z Cunha a
Mohler 2009)

Membranova doména je sloZena z kratkych ankyrinovych repetic tvofici strukturu
podobnou spirale a ptedpoklada se, Ze se jedna o vazebné misto pro prouzek 3. Dalsi
spektrinova doména je lokalizovana mezi AMK-zbytky 828 a 1386. Tato doména reaguje s -
spektrinovou repetici 14 a 15. Posledni doména (regulacni) nemé jasného vazebného partnera,
ale jeji pfitomnost miiZze ovlivilovat vazbu ankyrinu k prouzku 3 a spektrinu (Kiimpornsin,
Jiemsup, Yongkiettrakul a Chookajorn, 2011). Poruchy ankyrinu jsou nejcastéjsi pfic¢inou
vzniku hereditarni sferocytozy (Satchwell, Shoemark, Sessions a Toye, 2009).
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Tabulka 2: Exprese ankyrinu v tkanich

Tkan Ankyrin-G Ankyrin-B Ankyrin-R
Mozek 270, 480 kDa 220, 440 kDa 186, 215 kDa
Srdce 190 kDa 160, 220 kDa 210 kDa
Kosterni svalovina 107-130, 119 kDa 220 kDa 20-30 kDa
Plice 190, 200-215 kDa 220 kDa

Ledviny 119,190,200-215 kDa | 220 kDa

Erytrocyty 186-215 kDa

2.2.3.3 Protein 4.1

Protein 4.1 je globularni fosfoprotein pfitomny v ¢ervenych krvinkach v poétu pfiblizné
200x10° kopii a je schopny vézat rizné proteiny a tim je nezbytny pro organizaci
membranového skeletu Cervenych krvinek. V cervenych krvinkdch se nachazi dvé formy
proteinu 4.1, které se 1isi svou molekularni hmotnosti. Jedna se o protein 4.1a (80 kDa) a protein
4.1b (78 kDa), pticemz rozdil jejich molekulovych hmotnosti je dan konverzi asparaginu.
Protein 4.1a se ojediné€le objevuje v mladych erytrocytech a jejich pocet se zvysuje s ,,vékem*

erytrocytil. Proto je tato forma uzite¢nym indikatorem starnuti bunék (Yawata, 2003).

je doména znama jako FERM (Four.one protein, Ezrin, Radixin, Moesin). Tato doména je
zodpovédna za vazbu proteinu 4.1 k ostatnim proteinim, jako je glykoforin C, protein p55
a kalmodulin. Druhd doména proteinu 4.1 je doména 16kDa, kterd oddéluje FERM doménu od
ostatnich, nicméné¢ jeji funkce neni zatim znama. Po té nasleduje SABD (Spectrin-Actin Binding
Domain) doména, ktera vaze spektrin a aktin. Posledni je 22/24 kDa CTD (C-Terminal
Domain) doména (Diakowski, Grzybek a Sikorski, 2006).

BPA GPC CaM p55

spectrin actin

16 kDa 22/24 kDa LC
@ | @© PRLP

" FERM % PS SABD CTD

Obrdzek 9: Funkcni domény proteinu 4.1: FERM-4.1-ezrin-radixin-moesin doména, SABD-
spectrin-actin-binding domain, CTD-carboxyl-terminal domain, BPA-band 3 (prouzek 3), CaM-
calmomodulin, PIP-phospatidylositol 4,5-bisphosphate, PS-phosphatidylserine (pievzato z Diakowski,
Grzybek a Sikorski, 2006)

N-obe
(A)

adobe | C-obe
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2.2.3.4 Protein 4.2

Tento periferni membranovy protein je hojné vyskytujici se slozka membrany
erytrocytll, na jeden erytrocyt piipada 2,5%10° kopii, a jeho molekulova hmotnost je 72 kDa.
Pfesny vyznam tohoto proteinu nebyl zatim objasnén, ale vaze se na doménu prouzku 3 a dale
také interaguje s ankyrinem v ¢ervenych krvinkach. V roztoku se spojuje se spektrinem
proteinu 4.1 je v udrzeni strukturni integrity membrany erytrocytti a jeho absence zpiisobena
genovou mutaci ma za nasledek hereditarni sferocytozu (Satchwell, Shoemark, Sessions a
Toye, 2009).

2.2.3.5 Aktin

Erytrocytarni aktin (375 AMK, 43 kDa) je piitomen v poétu 400-500x 103 kopii na jednu
buriku a tvoii 5,5 % z celkového po¢tu membranovych proteint (Yawata, 2003). Tento protein
tvofi filamenta (Flaherty, McKay, Kabsch a. Holmes, 1991) tak, Ze kazdy monomer aktinu —
globularni G-aktin — je pevné spojen pies interakci ,,head-to-tail* s dal§imi dvéma aktinovymi
monomery. Tim dojde k polymerizaci monomerti a vytvoii se pravé tato filamenta —

filamentarni F-aktin. Tvorba filament je zobrazena na obrazku 10.
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Trimer

Obrdzek 10: Tvorba a struktura aktinovych filament: (A) Znazornéni tvorby aktinovych
filament (F aktin) z aktinovych monomerii (G aktin). Prvni krok je formace dimerii a trimerii, které se
zvetsuji priddanim monomeri. (B) Prostorovy model F aktinu. (prevzato z Cooper, 2000)

Protoze je polymerizace vratny proces, filamenta se mohou depolymerizovat, aby byla
zachovana rovnovaha mezi aktinovymi monomery a filamenty. To je regulovano aktin-
vazajicimi proteiny. Klicovym proteinem zodpovédnym za rozklad filament je kofilin, ktery se
vaze na filamenta a zvySuje disociaci aktinovych monomert. Proti tomuto proteinu pracuje
dal$i aktin-vazajici protein, profilin, ktery stimuluje inkorporaci aktinovych monomert do
filament (Cooper 2000).
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2.2.4 Integralni membranové proteiny

Jsou to proteiny, které jsou zakomponovany v lipidovych dvojvrstvach bunéénych
membran. K uvolnéni téchto integralnich proteinii z membrany se pouzivaji latky, které
narusuji hydrofobni interakce. NejCastéji se pouzivaji detergenty, které jsou amfipatické
(obsahuji hydrofobni i hydrofilni skupiny) a diky nim se stanou proteiny rozpustnymi ve vod¢
(Cooper, 2000).

2.24.1 Prouzek 3

Tento integralni protein je hlavnim proteinem cervenych krvinek. Je znam také jako
anion exchanger 1 a jedna se o glykoprotein s molekulovou hmotnosti okolo 100 kDa . Tvoii
25-30% z celkového poctu membranovych proteint. Prouzek 3 se sklada z cytoplasmatické (N-
terminalni) a transmembranové (C-terminalni) domény (Yawata, 2003). Cytoplasmaticka
doména (1-359 AMK) se ucastni interakce s enzymy, hemoglobinem a strukturnimi proteiny,
zatimco transmembranova doména je dulezita pro transportni funkci proteinu (Barneaud-Roca,

Etchebest a Guizouarn, 2013).
2.2.4.2 Glykoforiny a aquaporiny

DalSimi integralnimi proteiny jsou glykoforiny s vysokym obsahem kyseliny sialové.
Existuje pét typu glykoforint, A, B, C, D a E (Yawata, 2003), které¢ dohromady tvoii asi 2%
zZ celkového poctu membranovych proteint Cervenych krvinek. Glykoforin (GP) A, jako hlavni
slozka, je pFitomen v 5-9x10°kopiich na jednu buiiku, zatimco GPB, GPC a GPD se vyskytuji
v mensim mnozstvi (Chasis a Mohandas, 1992). Obsah kyseliny sialové je hlavnim divodem

vvvvvv

minimalizovat interakce mezi butikami a zabranit agregaci ¢ervenych krvinek v krevnim ob&hu
(Poole, 2000).

Aquaporiny (AQPs) jsou skupina integralnich proteint, které usnadiiuji prostup vody
skrz buné¢nou membranu (Agarwal a Gupta, 2008). Funk¢né jsou aquaporiny rozdéleny do tii
podskupin: ortodoxni AQPs (AQPI, 2, 4 a 5), které jsou propustné pouze pro vodu;
aquaglycerolporiny (AQP3, 7, 9 a 10), tyto jsou propustné pro glycerol stejn¢ jako pro vodu;
a neortodoxni AQPs (AQP6, 8, 11 a 12), se specifickou funkci (Pelagalli, Squillacioti,
Mirabella a Meli, 2016). Bunky majici aquaporiny na své plasmatické membran¢ vykazuji
mnohonasobné vyssi prostupnost membrany pro vodu nez buriky, které aquaporiny neobsahuji
(Verkman, 2012).
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3. PUSOBENI ERYTROCYTU V HEMOSTAZE

Hlavni roli ¢ervenych krvinek je transportovat kyslik do tkani pfevazné malymi
kapildrami. Nicmén¢ Cervené krvinky dokazou jedineCnym zptsobem ovliviiovat tok krve ve
vsech typech a velikostech krevnich cév. Jejich schopnost transportovat kyslik je velmi dobie
znama, na rozdil od jejich role pii hemostaze ¢i tromboze (Barshtein, Ben-Ami a Yedgar, 2007).
Pted vice nez 100 lety bylo zaznamenano u pacientii s anémii prodlouzeni Casu krvaceni
nezavisle na poctu krevnich desti¢ek. Bylo také zjisténo, Ze mnoho poruch krvacivosti 1ze 1é¢it
zvySenim poctu Cervenych krvinek i ptes nizky ¢i normalni obsah trombocytl. Na druhé strané
je abnormalné vysoky hematokrit spojen s trombdzou a pacienti uzivajici erytropoetin jsou
nachylngjsi k trombdze a tromboembolii. Tyto a dalsi vyzkumy ptedstavuji nepiimé, ale silné

dukazy o dulezité roli ¢ervenych krvinek v hemostaze a trombdze (Litvinov a Weisel, 2016).

3.1 Reologicka funkce

Reologie je obecné véda, kterd se zabyva proudénim a deformacnim chovénim riznych
druhti materiald, pricemz materialy mohou byt pevné latky, kapaliny a plyny. Hemoreologie,
jak uz nazev napovida, je védni obor zaméten na proudéni a deformacni vlastnosti krve (Baskurt
a Meiselman, 2003). S tim souvisi viskozita krve, ktera je dana hematokritem, viskozitou
plazmy dale agregaci a deformaci bunék (Chien, 1987). Vysoky hematokrit vede ke zvySeni
viskozity krve, coz ma za nasledek zhorSeni jejiho toku. To miiZe byt silnym protrombotickym
faktorem, protoZe naruseny tok krve je soucasti tzv. Virchowovy triady, ktera vysvétluje
patofyziologické mechanismy trombdzy zplsobené kombinaci hyperkoagulability, poruchy
toku krve a poSkozeni endotelu. Viskozita krve spojend s hematokritem ma fyzikalni pisobeni
na interakci mezi destickami a povrchem krevnich cév. Pti pratoku krve se adheze krevnich
desti¢ek zvySuje se zvySujicim se hematokritem. To znamend, ze obsah frakce Cervenych
krvinek ma dtlezZitou roli na hemostdzu a trombozu. Viskozita klesé s tim, jak se zmensuje
primér cév (Fahraeus-Lindqvist efekt), aZz do 5-7 um. Ve fazi kdy je primér cév mensi nez
prumér cervenych krvinek se viskozita zvySuje kvili pfitomnosti desticek, které maji lepsi

viskozitu nez ¢ervené krvinky (Litvinov a Weisel, 2016).
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Cervené krvinky jsou u savcll nejvice flexibilni buiiky. Dokazi ménit sviij tvar do
elipsoidnich struktur pomoci vné&jSich sil mnohem snadnéji v porovnani s ostatnimi buiikami.
Takové zmény usnadiiuji jejich tok v cévach, coz vede ke snizeni viskozity krve. K této zméné
tvaru dochazi pii vysoké smykové rychlosti a hlavnimi determinantami, diky kterym dochazi
ke zmén¢ tvaru, jsou bikonkavni tvar erytrocytl, dale absence bunécného jadra a organel a také
specifické uspofadani membrany (Baskurt, Meiselman a Simmonds, 2013). Cervené krvinky se
chovaji jako pruzna télesa a zména tvaru je reverzibilni takze po odstranéni deformujicich sil
ziskaji svij pavodni tvar (Baskurt a Meiselman, 2003). Tuzsi erytrocyty jsou méné schopné
projit kapilarami a zvySuji marginaci desticek, tim se zvySuje nachylnost k trombdze. Zvysena
tuhost ¢ervenych krvinek miize byt zpiisobena snizenou deformovatelnosti membrany.

Hlavnim, klinicky vyznamnym rysem urcitych dédiénych poruch je pravé snizena
schopnost Cervenych krvinek se deformovat. U pacientli se srpkovitou anémii jsou membrany
cervenych krvinek tuz§i neZ u normalnich bunck. Bunky se stavaji tuz$imi, pokud dojde
k polymerizaci mutovaného hemoglobinu, coZ ma za nasledek typicky srpkovity tvar. U jinych
nemoci, véetné¢ P-talasémie, hemolytické anémie, zplsobenou imunochemickou reakci,
a hereditarni stomatocytdzy, je membrana ¢ervenych krvinek také tuzsi nez za fyziologickych
podminek. Né&které choroby jako diabetes, hypertenze, trombdza v dolnich koncetinach
a ischemicka choroba srde¢ni, mohou meénit vlastnosti cervenych krvinek a tim je délat tuzsi
a protrombotické. SniZzena deformovatelnost cervenych krvinek snizuje propustnost krevnich
srazenin a trombu, coZ miZe mit vliv na pronikani a u¢inek fibrinolytickych latek.

Dalsi hemoreologicka funkce ¢ervenych krvinek pii hemostaze je jejich agregace. Ta
nastava, kdyz se bikonkavni krvinky ,.slepi“ do takzvanych rouleaux pifi nizké smykové
rychlosti nebo dokonce pii staze krve, na rozdil od deformace ¢ervenych krvinek (Litvinov
a Weisel, 2016). Agregaci Cervenych krvinek lze hodnotit nékolika zpUsoby, pii¢emz
nejpouzivanéjsi z nich je test sedimentace erytrocyti ESR (Erythrocyte Sedimentation Rate).
Pfi tomto testu se sleduje sedimentace Cervenych krvinek ve zkumavce ve vertikalni poloze.
ESR je relativné pomal4 metoda a diky ni ziskdme jen idaj o sedimentaci agregatu za 1 hodinu.
Pro podrobnéjsi pozorovani agregatli byly vyvinuty automatizované metody zaloZené na
fotometrickych technikéch. Tyto pfistroje méti odraz svétla nebo priichod svétla skrz suspenzi
erytrocytll. A protoZe proces agregace snizuje pocet a zaroven zvysuje velikost ¢astic, lze zjistit
jeji rozsah a rychlost. Mikroskopické techniky mohou byt také vyuzity ke kvantifikaci agregace
pozorovanim poctu agregatu v definovaném mnozstvi zfedéné suspenze erytrocyti (Baskurt
a Meiselman, 2003). Vzniklé agregaty se velice obtizn€ rozpoustéji a maji tendenci zvySovat

viskozitu krve, coz ma za nasledek vznik trombézy v zilach (Litvinov a Weisel, 2016).
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3.2 Mezibunécéné interakce

Pfima interakce mezi bunkami je rozhodujicim faktorem pro vyvoj a funkci
mnohobunéénych organismi. Nekteré interakce mezi bunkami jsou ptechodné, jako je
napiiklad interakce mezi bunikami imunitniho systému a interakce, diky kterym jsou bilé
krvinky sméfovany k zanétlivé tkani. V jinych pfipadech hraje stabilni mezibunééné spojeni
klicovou roli v uspotadani bunék ve tkanich (Cooper, 2000).

Cervené krvinky ovliviiuji trombozu a zanét skrz jejich adhezi k endotelu (Villa,
Muzykantov a Cines, 2016). Adheze bunék je zakladnim prvkem struktury mnoha tkani a je
zprostfedkovana nékolika povrchovymi proteiny (CAM). Existuje pét hlavnich tftid CAM:
kadheriny, imunoglobuliny, selektiny, muciny a integriny. Mezibunétna adheze zpiisobena
kadheriny a selektiny je zéavisld na koncentraci vépenatych iontli, zatimco adheze
zprostiedkovana integriny a imunoglobuliny nikoli (Lodish, Berk a Zipursky et al., 2000).
Ptilnavost k povrchu endotelu je jednou z prvnich zaznamenanych udalosti, kterd ptfedchazela
adhezi krevnich desticek. Do adheze Cervenych krvinek k cévadm je zapojeno mnoho interakci
mezi receptory jako je napiiklad interakce erytrocytarniho a4 integrinu (zndmy také jako
VLA-4) s endotelovym VCAM-1, erytrocytarni Lutheran blood group antigen (nebo BCAM —
Basal Cell Adhesion Molecule) s extracelularnim proteinem lamininem a interakce
erytrocytarntho ICAM4 (zndmy také jako Landersteiner-Wiener krevni skupinovy antigen)

a endotelovym avfs integrinem. Adhezni receptory budou vice popsany v nasledujici kapitole.
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Nekteré adhezivni ligandy mohou byt prednostné vylucovany na Cervenych krvinkach
pfi patologickych onemocnéni. Tim je naptiklad exprese erytrocytdrniho membranového
proteinu Plasmodium Falciparum a RIFINS (Repetitive Intersperse Families of polypetides) u
maldarie. Dale také u krevnich skupin 0 a A, kdy je pfilnavost infikovanych Cervenych krvinek
Kk cévni sténé hlavni pfic¢inou mozkovych cévnich piihod a smrti. Imunologické mechanismy
podporujici adhezi cervenych krvinek jsou napiiklad vazba protilatek, ukladani
imunokomplexti a fixace komplementu. ZvySend adheze cervenych krvinek u pacientli
s diabetes mellitus je zptsobena glykaci membranovych proteini erytrocytu, coz vede k jejich
interakci s RAGE (Receptors Advanced Glycation End) produkty. Interakce mezi erytrocyty
a krevnimi destickami diky biomechanickym silam, parovani receptoru s ligandem zvySuje

reaktivitu desticek a tim i predispozici k tromboze (Villa, Muzykantov a Cines, 2016).
3.2.1 Adhezni receptory

Lidské erytrocyty produkuji relativné velké mnozstvi adheznich receptorti (obrazek 11),
a to navzdory skutecnosti, ze ¢ervené krvinky jsou obecné povazovany za neadhezivni (Setty,
2002). V nasledujicich podkapitolach budou detailnéji popsany adhezni receptory ucastnici se
adheze erytrocytil.

3.211 VLA-4

Prvnim receptorem zapojujici se do adheze je VLA-4 (Very Late Activation antigen)
integrin. Integrin VLA-4 je heterodimer slozeny ze a4 a P1 fetezce. Je exprimovan lymfocyty
aVvjinych tkanich se zucastni interakce mezi builkami a extracelularni matrix. VLA-4
podporuje adhezi diky interakci s VCAM-1, ktery se nachazi zejména na aktivovanych
endotelovych bunikdch a mimo jiné se také VLA-4 vaze na polypeptid von Willebrandova
faktoru. Stejné jako mnoho dalsich adheznich molekul mtize VLA-4 podléhat aktivaci, ktera je
zprostfedkovana fosfolipdzou C. Cytoplasmaticki doména VLA-4 muize byt spojena
s cytoskeletalnimi proteiny. Adheze nebo navazani ligandu pomoci VLA-4 mé rtizné Gi¢inky na
rozdilné tkané jako napiiklad role VLA-4 v aktivaci pamétovych B-lymfocytl a zabranéni

apoptoze CD 34 kmenovych bunék (Telen, 2000).
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3.2.1.2 VCAM-1 - Vascular Cell Adhesion Molecule 1

Dalsim popisovanym receptorem je VCAM-1. Ten je vytvaien v kostni dfeni
mezenchymalnimi stromalnimi buitkami a v ur¢itych hematopoetickych butikach (B lymfocyty,
dendritické buiikky a makrofagy). Patii do skupiny imunoglobulinovych proteini. VCAM-1 se
sklada z né€kolika extracelularnich domén, které jsou spojené disulfidickymi miustky,
transmembranové domény a cytoplasmatické domény s 19 aminokyselinami. Je zajimavé, Ze
poradi téchto aminokyselin je identické mezi riznymi druhy vetné krys, mysi nebo lidi. Jeho
hlavnim ligandem je jiz zminovany VLA-4 s vazebnymi misty umisténymi v prvni a ¢tvrté
imunoglobulinové doméné. Jiné ligandy se vazou s niz$i afinitou (Ulyanova et al., 2005).
V kombinaci s ostatnimi adheznimi molekulami reguluje imunitni systém a zanét a jeho exprese
je vyvolana cytokiny produkovanymi v tkanich (Cook-Mills, Marchese a Abdala-
Valencia, 2011).

3.2.1.3 Lu/B-CAM - Lutheran Basal Cell Adhesion Molecule

Lu/B-CAM (z angli¢tiny Lutheran Basal Cell Adhesion Molecule) je glykoprotein na
povrchu bunék o molekulové hmotnosti 90 kDa (Collec et al., 2011). Jedna se
0 transmembranové proteiny, které tvoti dvé isoformy slozenych z 628 (Lu) a 588 [Lu(v13)]
aminokyselin. Tyto isoformy se li$i délkou svych cytoplasmatickych domén. Jsou exprimovany
v mnoha tkanich, v¢etné epitelovych a endotelovych bunék. Lu/B-CAM glykoproteiny jsou
jedine¢nym receptorem na erytrocytu pro laminin, hlavni slozku extracelularni matrix. Vazba
na laminin je zprostfedkovana pies kyselinu asparagovou a podili se na abnormalni adhezi
erytrocyti k cévni sténé u pacienti se srpkovitou anémii. Lu/B-CAM jsou spojeny
s membranou erytrocytl interakci cytoplasmatické domény s komplexem spekrin-aktin-protein
4.1. Adheze k lamininu zprostfedkovana Lu/B-CAM mize byt aktivovana bud’ fosforylaci
isoformy cytoplasmatické domény nebo oddélenim Lu/B-CAM od spektrinového

membranového skeletu (EI Nemer, Colin a Le Van Kim, 2010).
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3.2.1.4 Laminin

Dalsim proteinem, ktery se zii¢astni adheze erytrocytl je laminin. Tento glykoprotein je
hlavni sloZzkou bazalni membrany (laminy) a vytvafi strukturu membran témet v kazdé zviteci
tkani. Je vylucovan a zaclenén do bunécnych extracelularnich matrix. Kazdy laminin je
heterotrimer slozeny a, B a y podjednotek (Colognato a Yurchenco, 2000). Bylo identifikovano
15 isoforem a exprese téchto isoforem je regulovana béhem embryondlniho vyvoje. Tim se
rozvijeji jejich odlisné funkce v riiznych typech bunék zprostfedkované interakcemi s riznymi
typy receptort (Miyazaki et al., 2008). Lamininy jsou schopné se vazat samy na sebe a také na
jiné makromolekuly. Maji unikatni a sdilené mezibunécné interakce, které jsou
zprosttedkované integriny, dystroglykanem a dalS$imi receptory. Diky témto interakcim
prispivaji lamininy k diferenciaci bunék, k jejich tvaru a pohybu a také podporuji preziti tkani

(Colognato a Yurchenco, 2000).
3.2.1.5 ICAM-4 —IntraCellular Adhesion Molecule 4

ICAM-4 je znamy jako Landersteiner-Wiener (LW) antigen a je schopen se vazat na
fadu integrint. Ligandy pro LW jsou B1 integriny leukocytu, stejné jako ay integriny a integrin
krevnich desticek aipPz a mimo jiné i integrin avfs, Coz je integrin UcCastnici se interakce
s erytrocyty (Hermand et al., 2004). Tento integrin se také nazyva vitronektin receptor a je
slozen ze 125-kDa ayv a 105-kDa B3 podjednotek. Vaze na Sirokou Skalu extracelularnich
molekul obsahujici trojici aminokyselin (arginin, glycin a kyselina asparagova), mezi takové
molekuly patii fibronektin, fibrinogen, von Willebrandiiv faktor, vibronektin a protreolyzované
formy kolagenu a lamininu. Tim se odliSuje od jinych integrini jako je naptiklad avp1, ktery se
selektivné vaze pouze na fibronektin. Integrin avfsz ma nckolik odliSnych roli v rozdilnych
procesech, jako je naptiklad role u nadorovych metastaz nebo v angiogenezi, ve které se tento

integrin jevi jako nejdulezitéjsi ze vSech integrinu (Liu, Wang a Chen, 2008).
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Obrdazek 11: Adhezivni interakce RBC s endotelem; RBC-Red Blood Cell, SA-Sialic Acid,
ICAM-4-IntraCellular Adhesion Molecule 4, B-CAM/Lu - Lutheran Basal Cell Adhesion Molecule,
FBN-Fibronectin, V-CAM-1- Vascular Cell Adhesion Molecule 1, LAM-Laminins, TSP-
Thrombospondin, ULVWF-Ultra-Large von Willebrand Factor (Upraveno dle Telen, 2016)

3.2.2 Interakce ¢ervenych krvinek s trombocyty

KdyzZ dojde k interakci desticek se subendotelovym matrix poranéné cévy nastane jejich
aktivace a zacnou se uvoliovat slozky jejich granuli a vytvaret metabolické produkty. Tyto
produkty zahrnuji adeninové nukleotidy, eikosanoidy a serotonin. Desti¢ky, svou schopnosti
uvolnovat komponenty, ptsobi jako agonisté a podporuji interakce mezi dalSimi destickami
a tim kladné plsobi na tvorbu vyvijeného trombu. Jednim z nejcastéjSich Uc¢inkid u reakce
desticek je aktivace aubPs integrinu, pricemz tato aktivace je pfedpokladem vazby fibrinogenu
k destickam, coz vede k jejich konecné agregaci (Vallés, 2002). Po aktivaci desti¢ek se uvolni
koagulac¢ni faktory a faktory aktivujici desticky. Mezi né patii P-selektin, ktery se bézné nachazi
V trombocytarni membrané a granul. Tomuto procesu se fika degranulace a dochéazi pii ném
k rozdéleni téchto faktord z membrany granul do plasmatické membrany (Yeh, Wu et al., 2010).
Exprese P-selektinu je méfitkem uvoliiovani granuli trombocytl na aktivovanych krevnich

destickach. Interakce P-selektinu a destiek stabilizuje pocatecni interakci ounPs integrinu
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a fibrinogenu, ¢imz se podporuje tvorba velkych, stabilnich agregati. Navic je P-selektin ligand
pro glykoprotein P-selektinu na leukocytech, takze podporuje adhezi leukocytii k P-selektinu
a premisténi leukocyti k aktivovanému endotelu nebo krevnim destickam. Tim tedy P-selektin
a anpPs integrin mohou prispivat k ziskani krevnich desticek a leukocytli pro tvorbu trombu.
Tym Juana Vallése provedl studii, kdy zjistili, ze interakce mezi aktivovanymi destickami
a erytrocyty je zahdajena pfi aktivaci desti¢ek. Bez desticek jako agonistii, nemohou erytrocyty
podporovat jejich aktivaci nebo posilit aktivitu uvolfiovanych komponentli, proto se
piedpoklada, Ze uvolnované komponenty krevnich desti¢ek piisobi jako mediatory, které
zpusobi biochemické modifikace generujici protrombotickou aktivitu na erytrocytech
(Vallés, 2002).

Erytrocyty mohou mit vliv na reaktivitu krevnich desti¢ek bud’ tedy ptimo chemicky,
nebo diky adhezivnim interakcim mezi Gervenymi krvinkami a trombocyty. Cervené krvinky
podporuji agregaci krevnich desticek a degranulaci uvoliovanim ATP a ADP pfi nizkém
parcidlnim tlaku kysliku a nizkém pH. Dal$im mechanismem pro aktivaci desti¢ek pomoci
krevniho lyzatu je extracelularni hemoglobin, ktery zvySuje aktivaci desticek snizenim
biologické dostupnosti oxidu dusnatého (NO). Nebunéény hemoglobin plisobi jako silny NO
scavenger, zabranujici potlaceni aktivaci desticek. Poskozené erytrocyty také uvoliuji enzym
arginazu, kterd §tépi aminokyselinu L-arginin, coz je substrat pro produkci NO. Pifima
adhezivni interakce mize byt dulezitd za patologickych podminek spojené s vysokym
vyskytem tromboz, jako je napiiklad pB-talasémie nebo srpkovitd anémie (Litvinov a

Weisel 2016).
3.2.3 Interakce ¢ervenych krvinek s endotelem

Existuji stale vétsi dikazy o tom, jak jsou ¢ervené krvinky zaclenény do tvorby trombu
diky specifickym interakcim s aktivovanymi endotelovymi butikami. Zralé normalni ¢ervené
krvinky neinteraguji s endotelem, avSak za urcitych patologickych podminek se stavaji vysoce
lepivymi. Adheze abnormalnich a/nebo aktivovanych erytrocytt muaze piispét
k mikrovaskularnim okluzim spojenych s trombo6zou. Mezi nejbéznéjsi patologické stavy, kdy
erytrocyty reaguji s endotelem, se fadi srpkovita anemie, malarie a diabetes (Litvinov a Weisel,
2016). Adheze cervenych krvinek k bunikdm endotelu je obvykle povazovana za nevyznamnou.
Existuje souvislost, ze rizné¢ zmény na bunééném povrchu pfi téchto onemocnénich ovliviiuji
adhezivni schopnost ¢ervenych krvinek. Naptiklad zvySena produkce fosfatidylserinu na vnéjsi
strané membrany je spojena s abnormalni adhezi ¢ervenych krvinek k endotelu pii srpkovité

anémii (Yang, Koo, Lin a Neu, 2010). Mezibunééna interakce mezi ¢ervenymi krvinkami
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a endotelem je vyrazné siln€j$i nez mezi dvéma erytrocyty. Sila potfebna k oddéleni erytrocytu
od endotelu je alesponl o fad vyssi nez sila potifebné pro rozptyleni agregétli Cervenych krvinek
(Barshtein, Ben-Ami a Yedgar, 2007) a adhezivni interakce erytrocytt jsou zvySeny produkci

adhezivnich proteinti na bunééné membrané (Alapan, Little a Gurkan, 2014).
3.3 Vliv erytrocyti na tvorbu sraZenin

Srazeniny vytvoiené z plazmy bohaté na krevni desticky vytvaieji velkou kontraktilni
silu, kterd zacne pusobit kratce po vzniku srazeniny a jeji sila se zvySuje béhem nékolika minut
az hodin. Funkce krevniho sraZeni neni pln¢€ znama, ale zda se, Ze posiluje hemostazu tim, ze
vytvari tésnéni, podporuje hojeni ran priblizovanim jejich okraji a dale obnovuje prutok krve
tak, ze snizuje plochu zablokovanou intravaskuldrnimi srazeninami. Piestoze jsou erytrocyty
hlavni slozkou krevnich srazenin, o jejich Ucasti pfi krevnim srdZeni je zndmo jen malo.
Z historického hlediska byla pfitomnost erytrocyti v krevnich srazeninach hojné vyuzivana.
Napriklad béhem tzv. pousténi zilou, velikost srazeniny z krve odebrané od pacienta, byla
pouzita k urc¢eni hmotnosti erytrocytti a nasledné k urceni, kdy ma byt tato procedura ukoncena.

Ptitomnost erytrocytli ovliviiuje strukturu fibrinovych sraZenin. Pfi vysokém obsahu
cervenych krvinek jsou fibrinova vladkna uspofaddna rovnomérnéji, ale volnéji okolo bunék.
Ukazalo se také, ze se primér téchto vladken pfi inkorporaci Cervenych krvinek zvétsi a je
ovlivnéna 1 viskoelasticita sraZzeniny. Vedle u¢inkli neporusenych cervenych krvinek, volny
extracelularni hemoglobin prodluZuje dobu sraZeni fibrinovych vldken v diisledku poSkozeni
polymerizace. Tim neposkozené a i poskozené erytrocyty ptisobi na strukturu fibrinu
a celkovou viskoelasticitu srazeniny. Bylo prokazano, ze zadrzovani erytrocytii ve srazeninach
ovliviiuje velikost trombu v zavislosti na aktivité faktoru XIlIla, plasmatické transglutaminazy,
ktera propojuje kovalentné fibrinovy polymer a zvysuje jeho mechanickou stabilitu diky spojeni
fibrinovych fetézcu (Litvinov a Weisel, 2016).

Cines a jeho tym provedli v roce 2014 studii zkoumajici vznik tzv. polyhedrocyti, kdy
malé objemy krve (30-40 ul) odebrané do citratu sodného jako antikoagulantu, byly vysrazeny
rekalcifikaci a pfidavkem trombinu. Poté co bylo sraZeni dokon¢eno, byly sraZzeniny promyty
a fixovany a byly zlomeny tak, Ze vnéj$i a vnitini strana srazeniny mohla byt vySetiena pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie. Vné&jsi povrch srazeniny se skladal primarné z husté sité
fibrinu a agregat krevnich desti¢ek. Naproti tomu vnéjsi strana srazeniny se sklddala hlavné
Z tésn¢ usporadané polyhedry, kterda méla primér okolo 5 mm, malého mnozstvi fibrinu

a nékolika krevnimi destickami. Tyto polyhedry jsou stlacené erytrocyty a od toho je odvozen
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nazev polyhedrocyty. Na skenovaci elektronové mikroskopii byly pozorovany castecné
stlatené erytrocyty, jejichz struktura byla néco mezi typickym bikonkdvnim tvarem
a polyhedrou (obrazek 14). Srazeniny, vytvoiené nizkou koncentraci fibrinu (fibrinogenu) nebo
S nizkym poctem trombocytl,, obsahovaly normalné tvarované erytrocyty jak na vnégjsi tak
I vnitini stran¢ a zadné polyhedrocyty. To naznacuje, Ze sila kontrakce trombocyti pisobici na
fibrin je nezbytna pro stlaceni erytrocytli do polyhedrocyti. Pochopeni tohoto mechanismu
vzniku srazeniny by mohlo poslouzit k terapeutickym ucelim naptiklad zvySeni hemostazy
u traumat nebo by vzdjemné ovliviiovani s kontrakci mohlo pfispét k prevenci ischemickych

cévnich okluzi (Cines, Lebedeva, Nagaswami, et al., 2014).

Obrazek 12: Struktura krevnich srazenin: Skenovaci elektronova mikroskopie krevnich
srazenin aktivovanych trombinem s ndslednou rekalcifikaci. A,C: Vnitini strana srazenin sloZzenych
hlavné z tésné usporadané polyhedry. B,D: Vnéejsi strana srazenin tvorend tenkou siti fibrinu
a trombocytarnich agregatii (Cines, Lebedeva, Nagaswami, et al., 2014).
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3.3.1 Fosfatidylserin a jeho vliv na krevni srazeni

Fosfatidylserin byl poprvé popsan u mozkovych bunck védcem Folchem a jeho
spolupracovniky v roce 1940. Jedna se o negativné nabity kysely fosfolipid v membranach
eukaryotickych buné€k. Tvoti 2 az 20% celkové hmotnosti fosfolipidii krevni plasmy dospélého
¢lovéka (Glade a Smith, 2015). Do zna¢né miry je skryty uvniti bufiky a pouze za vyjime¢nych
okolnosti je vystaven extracelularnimu prostfedni. Kdyz dojde k aktivaci krevnich desticek, je
fosfatidylserin pfemistén na vné&j$i povrch membrany. K této translokaci pomahaji enzymy
zvané skrambléazy. Ty na rozdil od enzym1 flipaz a flopaz, které transportuji lipidy jednosmérné
v zavislosti na ATP, jsou obousmérné a snizuji asymetrické uspofadani fosfolipidi
Vv membranach nezavisle na ATP (Leventis a Grinstein, 2010).

Fosfatidylserin hraje dtlezitou roli jak uvnitf tak i vn¢ bunky. Typickym ptikladem je
hemostéza, ve které ma fosfatidylserin kli¢ovy vliv na koagula¢ni kaskadu. Aby byla koagulace
krve UC€inna, je vyzadovan protromboticky povrch. Ten umoZznuje sprdvnou sestavu
protrombinazového komplexu a tvorbu trombinu nutného pro zahdjeni srazeni. Tyto povrchy
jsou poskytovany burikami, které obsahuji pravé fosfatidylserin (Litvinov a Weisel, 2016). Jeho
pfitomnost na povrchu bunék stimuluje pfeménu protrombinu na trombin, kterd je
zprosttedkovana koagulaénim faktorem Xa a také ptitomnosti vapenatych iontl a faktoru Va
(Vance a Steenbergen, 2005). Za apoptickych podminek nebo pfi poskozeni ¢ervenych krvinek,
zpiisobené napiiklad vysokym smykovym tfenim, zanétem nebo oxidativnim stresem, mohou
cervené krvinky pfijit o asymetrické uspofadani na membrané a tim vystavit fosfatidylserin.
Odhaleni a uvolnéni fosfatidylserinu je zprostfedkovano zvysenim toku buné¢nych Ca?* ionti,
ktery se zacastni bunééného starnuti.

Diky velkému poctu cervenych krvinek vkrvi je 1 mald cast erytrocytl
s fosfatidylserinem diivodem ke vzniku protrombotickych podminek. Dokonce i1 u zdravych
jedinct 0,5-0,6% populace ¢ervenych krvinek exprimuje fosfatidylserin a tim poskytuje aktivni
povrch pro aktivaci protrombinu. Tato populace erytrocytii muze piedstavovat az 40% krve
schopné vytvaret trombin. Prepokldda se, ze abnormdlni expozice fosfatidylserinu ma za
nasledek opakované vytvareni a ruSeni srpkovitého tvaru bungk, ktery je spojeny s polymerizaci
a depolymerizaci mutovaného hemoglobinu. ZvySena expozice fosfatidylserinu u pacientt s B-
talasémii je spojena s eryptézou, umrtim Cervenych krvinek (Litvinov a Weisel, 2016).
Vzhledem k silné odpovédi fosfatidylserinu na povrchu krevnich desti¢ek a apoptickych bunék,
je ziejmé, ze jeho nevhodné vystaveni mize mit za nasledek riizné patologické stavy, jako jsou

anémie ¢i nemoci spojené s hyperkoagulabilitou krve (Schlegel a Williamson, 2001).
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3.3.2 Vliv mikrocastic na koagulaci

Aktivace, starnuti a apoptéza bunck, véetné¢ cCervenych krvinek, jsou doprovazeny
tvorbou mikroskopickych membranovych struktur zvanych mikrovezikuly ¢i mikrocastice.
Schopnost bunék vytvaret mikro¢astice in vivo je dulezita pro regulaci fyziologickych reakct,
dale je to prostiedek pro mezibunéénou komunikaci a také se jedna o patogenni slozku mnoha
nemoci, které ovlivituji hemostazu a trombozu. Tvorba mikrocastic z erytrocytl je typicka pro
uchovavani krve ex vivo a akumulace mikrocastic je odpovédna za zvySeny vyskyt tézkych
cévnich trombdz, které nasleduji po transfuzi ,,starych® erytrocytt. Zvyseny pocet cirkulujicich
mikrocastic vzniklych z ¢ervenych krvinek byl zjistén u nemoci jako je srpkovita a hemolyticka
anémie. Bez ohledu na jejich pfi¢inu vzniku, je zvySend hladina mikroc¢astic v plazmé spojena
se zkracenym cCasem srdZeni a nardstem tvorby trombinu. To poukazuje na schopnost
mikroc¢astic zvysit hemostazu (Litvinov a Weisel, 2016). Poskozené erytrocyty také uvoliuji
bunécéné slozky jako je ,,volny*“ hem. Tento hem zvySuje aktivitu enzymu hemoxygenaza,
vytvaii reaktivni formy kysliku a aktivuje endotel a makrofagy diky Toll receptortim.
Hemoglobin, ktery se uvolni lyzou erytrocytii je pro mnoho buné¢k a tkani toxicky, prevazné
pro ledviny. Mikroc¢éstice ziskané z erytrocytii jsou schopné aktivovat koagulaci ¢astecné
expozici fosfatidylserinu, ale také faktorem XII potfebnym na vytvafeni trombinu.
Mikrocastice také prenaSeji hem k endotelu a tim se indukuje oxidac¢ni stres a apoptoza. Dale
podporuji vazookluzi, reguluji antikoagula¢ni funkci proteinu C a zesiluji systémovy zanét
diky komplementovému systému, ktery je aktivovan pomoci trombinu (Villa, Muzykantov
a Cines, 2016).

3.3.3 Hemolyza a jeji vliv na koagulaci

Vice nebo méné rozsahlé in vivo hemolyzy (rozklad ¢ervenych krvinek) jsou spojené
S uvolnénim extracelularniho hemoglobinu do krve. To je patologickym zakladem pro dédi¢né
a ziskané hemolytické anémie rozdilné etiologie, pficemz nejCastéjsi pticina vzniku je
imunologickd hemolyza. Existuje mnoho patogennich mechanismi, kdy mize hemolyza vést
az k intravaskularni koagulaci. Za prvé, jak jiz bylo feceno, poSkozené Cervené krvinky svym
uvolnénim volného hemu a hemoglobinu ,,vychytavaji“ NO a tim podporuji aktivaci
endotelovych bunék a adhezi/agregaci krevnich desticek (Litvinov a Weisel, 2016). Kdyz je
hemoglobin uvnitt Cervené krvinky, je reakce mezi hemoglobinem a NO omezena
permeabilitou bunééné membrany. Vrstva okolo erytrocyta a tlakovy gradient tlaci erytrocyty

smerem ke stfedu cévy a vytvari se zona, kdy pobliz endotelu produkujici NO se nenachézi

40



zadné bunky. Proto hemoglobin, ktery se uvolni béhem hemolyzy, zachytava NO 1000krat
rychleji a ucinnéji nez uzavieny uvnitt cervené krvinky (Helms, Marvel, Zhao, et al., 2013).
Volny hem dale zvySuje aktivitu enzymu oxygenaza, vytvari reaktivni formu kysliku a pfimo
aktivuje endotelové bunky a makrofagy. Za druhé, imunologicka hemolyza je spojena
s produkci TNF-a (Tumor Necrosis Factor), ktery ma za nasledek expresi tkanového faktoru
v endotelovych buiikach a také snizuje endotelovou expresi trombomodulinu, coz je silny
kofaktor trombinu. Jako posledni mechanismus, kdy hemolyza vede ke zlepSeni koagulace, je

masivni uvolnéni mikro¢astic z ¢ervenych krvinek (Litvinov a Weisel, 2016).
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4. ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo podat informace o hemostaze a ptiblizit d¢je, které
jsou jeji soucasti. Na prvni pohled jednoduchy proces zéstavy krvaceni je ptikladem slozitosti
a dokonalé propracovanosti lidského téla. Je zde ukazano, Ze i miniaturni bunka, jakou je
erytrocyt, mize mit zasadni vliv na fungovani zivotné dulezité zastavy krvaceni. A to diky
mnoha faktorim, jako je slozeni bunécné membrany, obsah povrchovych adheznich receptor
a schopnost pozoruhodné ménit tvar.

Ackoliv je role erytrocytil znama uz né€kolik desitek let a jeho inkorporace v hemostaze
byla vyuzivana jiz ve stfedovéku, zpisob a mechanismus, jakym se tohoto procesu ucastni, je
stale podrobné studovan. Dle mého nazoru je studium role erytrocytli pii hemostdze zasadni,
jelikoz znalost jejich funkce poskytuje rozvoj antitrombotické a protizanétlivé 1écby a tim
i kladn¢ ovliviiuje pisobeni nyné&jsich 1ékd. V neposledni fadé nam tato znalost umoznuje
vyvijet nové teorie, jak zmirnit vliv ervenych krvinek v tromboze a dalSich intravaskuldrnich

patologiich.
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