UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

KATEDRA BIOLOGICKYCH A BIOCHEMICKYCH VED

ERYPTOZA

BAKALARSKA PRACE

AUTOR PRACE: Zuzana Novakova
VEDOUCI PRACE: doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D.

2019



UNIVERSITY OF PARDUBICE

FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

DEPARTMENT OF BIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL SCIENCES

ERYPTOSIS

BACHELOR THESIS

AUTHOR: Zuzana Novakova
SUPERVISIOR: doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D.

2019



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologick4
Akademicky rok: 2018/2019

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pifjmeni: Zuzana Novikovi

Osobni ¢&islo: C16266

Studijni program: B3912 Specidlni chemicko-biologické obory
Studijn{ obor: Zdravotni laborant

Nézev tématu: Eryptéza

Zaddvajici katedra: Katedra biologickych a biochemickych v&d

Ziasady pro vypracovéni:

1) Zpracujte literarni reSerSi zamé&fenou na téma eryptozy, jako bun&éné smrti erytrocyti.
V bakalafské préci se nejprve zaméfte na obecny popis stavby erytrocytd, jejich funkei a vlast-
nosti. Dédle uvedte riizné moZnosti smrti erytrocytd, véetn& popisu role RES pfi hemolyze.
V posledni ¢4sti prace se zaméfte na uvedeni detailniho popisu nové popsaného déje zvaného
eryptoza, véetné detailniho popisu pribghu, signalizace, moznosti ovlivnéni, atd.

2) Ke zpracovani kompilace vyuzijte elektronickych védeckych databézi, jako jsou napf.
ScienceDirect, HighWire, NCBI Pubmed, apod.



Rozsah grafickych praci: dle pot¥eby
Rozsah pracovni zpravy: 25 s.
Forma zpracovéni bakaléiské prace: tiSténa

Seznam odborné literatury:

Vedouci bakalafské préce: doc. RNDr. Tom4a% Rousar, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadéni bakalafské préce: 21. prosince 2018

Termin odevzdéni bakaldiské price: 4. &ervence 2019

—%7 -
L.S. //‘/‘A% 4

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. prof. Mgr. Roman Kandér, Ph.D.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. tinora 2019



Cestné prohlaseni:

Prohlasuji, Zze jsem tuto bakalarskou praci na téma ,Eryptéza“ vypracovala
samostatné. Veskeré literarni prameny a zdroje, které jsem v této praci vyuzila,

jsou uvedeny v seznamu pouZzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti
vyplyvajici ze zakona €. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skutecnosti,
Ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavfeni licencni smlouvy o uziti této
prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, Ze
pokud dojde k uZiti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uZiti
jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
pfiméfeny pfispévek na uhradu nakladd, které na vytvofeni dila vynalozila,

a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych
Skolach a o zméné a doplnéni dalSich zakonl (zdkon o vysokych Skolach),
ve znéni pozdéjSich pfedpist, a smérnici Univerzity Pardubice €. 9/2012, bude
prace zvefejnéna v Univerzitni knihovné a prostfednictvim Digitalni knihovny

Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 1. 7. 2019

Zuzana Novakova



Podékovani:

Timto bych rada podékovala svému vedoucimu bakalafské prace doc. RNDr.
Tomasi RousSarovi, Ph.D. za odborné vedeni mé prace, za vstficny pfistup
a Cas pfi konzultacich, vécné pfipominky a cenné rady, které mi pfi zpracovani
prace poskytl. Dale bych také rada podékovala své rodiné za podporu po dobu

studia.



Anotace

Tato bakalafska prace popisuje zanik erytrocytu eryptézou, ale i jiné zpusoby
zaniku cCervenych krvinek. V uvodni casti jsou stru¢né popsany obecné
vlastnosti erytrocytl, stavba jejich bunééné membrany a vznik erytrocytd (=
erytropoéza). V druhé kapitole je popsana stavba a funkce retikuloendotelové
soustavy, ktera je pro zanik erytrocytl nezbytna. DalSi kapitola popisuje rizné
zpusoby zaniku erytrocytl, mezi které patfi odstrafiovani senescentnich
erytrocytdl pomoci makrofagu (= erytrofagocyt6za), nekréza a apoptéza, a
programovana bunécna smrt erytrocytl, zvana eryptéza. Eryptdéza zaujima
nejvétsi Cast bakalarské prace. V prvni Casti této podkapitoly je podrobné
vysvétlen mechanismus eryptézy a v tabulkach jsou popsany stimulatory a
inhibitory tohoto procesu. Ve druhé casti je uveden jeji fyziologicky a
patologicky vyznam, protoze porucha regulace této formy bunécné smrti

vyvolava mnoha onemocnéni.
Klicova slova

Erytrocyty; apoptdza; eryptéza; makrofagy; vapnik.



Annotation

This bachelor thesis describes the erythrocyte’s death, eryptosis, but also other
types of the red blood cells. In the introductory part of this thesis are described
briefly the general properties of erythrocytes, the construction of their cell
membrane and the formation of erythrocytes (i.e. erythropoiesis). The second
chapter describes the structure and function of the reticuloendothelial system
which is essential for cell death. Next chapter describes various ways of
erythrocyte’s death, including the removal of senescent erythrocytes by
macrophages (i.e. erythrophagocytosis), necrosis and apoptosis, and
programmed death of erythrocytes, called eryptosis. The largest part of the
bachelor thesis has been focused on the description of eryptosis. In the first part
of the subchapter, the mechanism of eryptosis is explained in detail and
stimulators and inhibitors of this process are described inthe tables. The
second part presents its physiological and pathological significance because the

failure of the eryptosis regulation can cause a number of diseases.
Key words

Erythrocytes; apoptosis; eryptosis; macrophages; calcium.
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uvoD

Cervené krvinky jsou bezjaderné elementy bikonkavniho tvaru patici
mezi nejdulezitéjSi slozky krve. Obsahuji krevni barvivo, zvané hemoglobin,
pomoci kterého prenasi krevni plyny (kyslik a oxid uhliCity). Erytrocyty vznikaji
v Cervené kostni dfeni z krvetvornych kmenovych bunék v procesu zvaném
erytropoéza. Ziji pfiblizné 120 dni. Odbouravany jsou v retikuloendotelovém
systému, predevsim ve sleziné.

Zestarlé (senescentni) erytrocyty podléhaji morfologickym zménam
a jsou odstranény z krevniho obé&hu pomoci makrofagl. V prabéhu Zivota jsou
buriky poskozovany vlivem vnéjSich a vnitfnich podnétd, a proto jsou
odstranovany apoptdézou nebo nekrézou. Vysledkem apoptézy je vznik
apoptotickych télisek, ktera jsou pohlcena makrofagy bez vzniku zanétu.
Vysledkem nekrozy je uvolnéni cytosolového obsahu buiky do okoli a vznik
zanétu. Jestlize dochazi k odstranovani poskozenych erytrocytl z krevniho
obéhu, jedna se o programovanou smrt zvanou eryptéza. Ta je stimulovana
ainhibovana dle typu pusobicich latek. Nasledkem dysregulace eryptézy

dochazi ke vzniku mnoha zavaznych onemocnéni.
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TEORETICKA CAST

1. CERVENE KRVINKY

1.1 Definice a vyznam

Lidska Cervena krvinka je jedineCna. Béhem svého vyvoje ztratila nejen
jadro, ale také organely jako jsou mitochondrie, Golgiho aparat
a endoplazmatické retikulum s ribozomy. Zivotnost &ervenych krvinek je 100-
120 dni. Erytrocyty maji morfologicky bikonkavni tvar, ktery se midze ménit
pfi prachodu kapilarami a slezinovymi endotelialnimi sinusoidami (Mohandas,
1989). Jejich tloustka je 2,5 um na periferii a 0,8 um uprostfed. Normalni pocCet
erytrocytt v periferni krvi je u muzu 4,3-5,3-10%%/l a u Zzen 3,8-4,8-10%?/I.

Nejvice zastoupenou stavebni slozkou erytrocytl je hemoglobin.
Hemoglobin je metaloprotein, ktery se sklada ze 4 podjednotek, dvou alfa (a)
advou beta (B). Kazdou podjednotku tvofi bilkovinna ¢ast (globin)
a nebilkovinna ¢ast (hem). Globin se sklada ze ¢tyr polypeptidd a hem je tvoren
protoporfyrinem IX s centralnim atomem Zeleza Fe?*. Hlavnim Ukolem
hemoglobinu je pfenos dychacich plynt (O2, CO2) mezi plicemi a tkanémi.
Mezi dalSi vyznamné funkce erytrocytl patfi regulace pH krve, udrzovani
viskozity krve a ochrana pred reaktivnimi druhy kysliku a dusiky (ROS, RNS).

Metabolismus erytrocytu je jedine€ny vzhledem k absenci mitochondrii.
Jako hlavni zdroj energie vyuzivaji D-glukézu. 90 % glukdzy je pFfeméno
anaerobni glykolyzou na ATP. Zbylda 3 % D-glukézy jsou zpracovana
pentézovym cyklem, pfi kterém vznika koenzym NADPH+H", ktery je nezbytny
pro syntézu glutathionu. Glutathion chrani erytrocyty pfed ucinky oxidacniho

stresu.

1.2 Stavba erytrocytarni membrany

Na povrchu CcCervenych krvinek se nachazi slozita plazmaticka
membrana, ktera je propustna pro vodu a elektrolyty. Tato membrana ma
unikatni vlastnosti: deformovatelnost pfi prachodu kapilarami, elasticitu,
schopnost okamZité odpovédi na zménu povrchového napéti kapaliny, pevnost

a odolnost.
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Membrana erytrocytl je sloZzena z dvojvrstvy lipidd. Tato dvojvrstva
oddéluje intracelularni a extracelularni prostor a obsahuje zakotvené integralni
transmembranové proteiny a lipidy. Proteiny (flotiliny, stomatiny, G proteiny, [3-
adrenergni receptory) a lipidy (cholesterol, sfingolipidy) tvofi specializované
oblasti, tzv. rafty, které se spoleéné zapojuji do fyziologickych procesu
(Pretorius, 2016).

Hlavni podil z membranovych lipida tvofi fosfolipidy, glykolipidy
a cholesterol. Zatimco cholesterol je rovnomérné rozmistén mezi lipidovou
dvojvrstvou, fosfolipidy jsou uspofadany asymetricky. Na vnéjsi strané
erytrocytll je lokalizovan sfingomyelin a fosfatidylcholin, zatimco na vnitini
strané se naléza fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin a fosfatidylinositol
(Mohandas, 2008). V membrané se také nachazeji 3 druhy lipidovych
transportér: flipazy, flopazy a skramblazy. Flipazy transportuji fosfolipidy
z vnéjSi strany membrany na vnitfni a flopazy pusobi opacné. Skramblazy jsou

zodpovédné za obousmérny transport fosfolipidd (obr. 1) (Zwaal, 2005).

vnéjsi strana

vnitrni strana

flipazy flopazy skramblazy

."\,‘ sfingomyelin, fosfatidylcholin

@

|\, fosfatidylserin, fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol

Obrazek 1. Vyména fosfolipidu pfes buné&nou membranu (Zwaal, 2005).
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Integralni transmembranové proteiny spolecné s fibrilarnimi proteiny tvori
pevnhou oporu pro tvar Cervenych krvinek. Fibrilarni proteiny tvofi sit
pod membranou. V plazmatické membrané jsou zakotvené rizné druhy
proteinl: skeletalni proteiny (a-spektrin, B-spektrin, aktin, tropomyozin,
tropomodulin, prouzek 4.1), kotvici proteiny (protein 4.2, ankyrin) a integralni
proteiny (antigeny, glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza, aquaporin, glykoforin
C, aniontovy transportér) (Yawata, 2003). Pod lipidovou dvojvrstvou lezi
cytoskeletalni sit tvofena spektrinem (Petit, 2019). Spektrin je pfFitomen
ve formé tetramert, které jsou spojeny aktinovymi vlakny a vytvafri komplexy.
Tetramery se skladaji z heterodimeru, které obsahuji a-spektrinova a -
spektrinova viakna (LI, 2012).

Kromé lipid0 a proteind se uvnitf membrany vyskytuji také receptory
a efektory, diky kterym muaze burika reagovat na zmény ve svém okoli. Dale je
prostoupena proteinovymi vysoce selektivnimi kanaly a pumpami, které

umoznuji import a export latek (Alberts, 1998).

1.3 Erytropoéza

Erytropoéza, tvorba Cervenych krvinek, probiha u dospélého Clovéka
v Cervené kostni dfeni hematopoetickych organu (napf. lebka, obratle, Zebra,
panevni kost €i sternum). Erytropoéza je ovlivnhéna fadou latek, jakou jsou
erytropoetin, Zelezo, vitamin Bi2 ainterleukin 3 a 4. Erytropoetin je hormon
uvolfujici se pfi hypoxii v ledvinach a extracelularni tkani a zabranuje apoptéze
erytrocytarnich progenitorovych bunék stimulaci produkce antiapoptotického
proteinu Bcl-XI, podporuje tvorbu erytroblastl z erytrocytarnich progenitorovych
bunék a inhibuje sebevrazednou smrt zralych erytrocytd (Lang, 2012b).
Na zvySovani produkce novych erytrocytl se také podili testosteron, hormony
stitné zlazy a rustovy hormon (Lang, 2012b). Vyvoj erytrocytt trva 7 dni. Tento
proces zacina diferenciaci pluripotentnich hematopoetickych kmenovych bunék.
Z téchto bunék vznikaji dvé linie multipotentnich bunék lymfoidniho
a myeloidniho charakteru. Z myeloidnich bunék vznika proerytroblast, jehoz
jadro s jadérky zaujima vétSinu objemu buriky. Charakteristické je perinuklearni
projasnéni a bazofilni cytoplazma bez pfitomnosti granul. Proerytroblast se dale
déli na bazofilni normoblast. V tomto stadiu zacina syntéza hemoglobinu.

Z bazofilniho normoblastu vznika polychromatofilni normoblast. Zde dochazi
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ke zméné barvy cytoplazmy z bazofilni na amfifiini a bufka se zmenSuje.
Z polychromatofilniho normoblastu se vyviji ortochromaticky normoblast, jehoz
cytoplazma je eozinofilni a dochazi zde k vylou€eni jadra, které je nasledné
fagocytovano makrofagy a vznika retikulocyt. Uvolfiovani retikulocytl

do krevniho obéhu je stimulovano katecholaminy a za 24-48 hodin se pfeméni

na zralé erytrocyty.
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2. RETIKULOENDOTELOVA SOUSTAVA

2.1 Stavba a funkce

Retikuloendotelova soustava (mononuklearni fagocytarni systém) je
soubor imunitnich bunék, ktery zahrnuje tkanové makrofagy a cirkulujici krevni
monocyty (Viehmann, 2018). Monocyty se primarné nachazeji v krevnim obéhu,
kostni dfeni a sleziné. Poté se pfeméni na makrofagy, které jsou pfitomné
ve vSech tkanich lidského téla, napf.: Kupfferovy bunky v jatrech, alveolarni
makrofagy v plicich, histiocyty v pojivové tkani, osteoklasty v kostni tkani,
nebo mikroglie v mozku (Chow, 2011). Do této soustavy byly pozdéji zarazeny
i dendritické buriky, které jsou povazovany za oddélenou linii (Viehmann, 2018).

Tento systém zajiStuje homeostazu organismu a jeho hlavni funkce je
predevSim fagocytéza bunék, eliminace a prezentace antigend, destrukce
starych nebo poskozenych Cervenych krvinek a podil na metabolizmu Zeleza.
Tkanové makrofagy, jako bunky prezentujici antigen, chrani organismus
pfed patogeny a odstranuji mrtvé nebo poskozené buriky. Také tvofi a uvolnuji
biologicky aktivni latky — cytokiny, sloZky komplementu, cytotoxické latky,
chemokiny, derivaty kyseliny arachidonové, erytropoetin, reaktivni druhy kysliku
a dusiku. Dendritické bunky se zaméfuji na antigenni prezentaci T-bunkam
(Chow, 2011).
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3. ZPUSOBY ZANIKU BUNEK

U zdravych jedincl je zivotnost cirkulujicich erytrocytl po jejich uvolnéni
do krevniho obé&hu 100-120 dni. Po uplynuti této doby podstupuji senescenci
(proces starnuti) a jsou fagocytovany burikami retikuloendotelové soustavy.
Erytrocyty béhem svého pfirozeného starnuti mohou byt poSkozeny riznymi
vnéjSimi a vnitfnimi vlivy, coZ ohrozuje jejich integritu, funkci a pfeziti.
Nasledkem toho mohou podstoupit sebevrazednou bunécnou smrt nazyvanou

eryptoza.

3.1 Proces senescence — starnuti erytrocyt

V prubéhu starnuti erytrocyty podléhaji morfologickym zménam, jako je
zména objemu, hustoty, velikosti a tvaru, které vedou K jejich zaniku.
Na senescenci se podili i kvalitativni a kvantitativni zmény na jejich povrchu,
které jsou zplUsobeny oxida¢nim stresem a vezikulaci. Kromé toho se sniZuje
aktivita metabolizmu i mnozstvi enzymU a ATP. Vysledkem téchto zmén je
ztrata schopnosti erytrocytd se deformovat a nasledkem toho dochazi
k membranovému poskozeni (Bosman, 2005).

Na antigeny starnoucich erytrocytd se vazi autologni protilatky 19G. Tyto
IgG umoznuji rozpoznavat senescentni erytrocyty makrofagdm atim dojde

k fagocytoéze (erytrofagocytdze) (Bosman, 2005).

3.1.1 Erytrofagocyt6za

Odstranovani zestarlych nebo poskozenych ¢&ervenych krvinek
z krevniho obéhu probiha erytrofagocytézou pomoci makrofagu sleziny, jater
a kostni dfené. Tyto makrofagy rozeznaji zestarlé Cervené krvinky pomoci jejich
senescentnich markerd a ty jsou nasledné pohlceny. BEéhem tohoto procesu
dochazi k hemolyze, tj. k protrzeni membrany a uvolnéni intracelularniho
obsahu erytrocytl a vyuziti jejich nitrocelularniho obsahu (Gottlieb, 2012).

Uvolnény hemoglobin je rozs§tépen enzymem hemoxygenazou, ktery je
syntetizovan v makrofazich, na hem a globin. Aminokyseliny z globinu putuji
do aminokyselinového poolu, tj. souhrnu vSech aminokyselin v téle. Z téchto
aminokyselin se poté tvofi nové proteiny v procesu zvaném proteosyntéza.
Zelezo z hemu se vraci zpét do krevniho ob&hu pomoci glykoproteinu zvaného

transferin. V pfipadé nadbytku Zeleza dojde k jeho ukladani do zasob ve formé
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feritinu ¢i hemosiderinu, nebo se vraci zpét do kostni dfené, kde z ného vznikaji
nové erytrocyty. Protoporfyrin IX je rozStépen a vznika biliverdin, ktery je
nasledné biliverdinreduktazou redukovan na hlavni degradacni produkt
katabolismu hemu, bilirubin. Bilirubin je Spatné rozpustny ve vodé a v krvi musi
byt transportovan ve vazbé na albumin. Kvuli své Spatné rozpustnosti
se nenachazi v moci. Bilirubin vazany na albumin putuje do jater,
kde se konjuguje pomoci glukuronidazy s kyselinou glukuronovou. Vznika
konjugovana rozpustna forma, ktera se dostava spolu se ZluCi do stfeva. Zde
dojde k dekonjugaci a stfevni bakterie tuto formu redukuji na urobilinogen
a sterkobilinogen. Cast urobilinogenu je resorbovana do krve a dostava
se domocCi. Zbytky urobilinogenua sterkobilinogenu jsou pFfemény
na sterkobilin a urobilin, které jsou nasledné vylouc€eny stolici.

10 % starych erytrocytld se rozpada pfimo v krevnim obé&hu. Uvolnény
hemoglobin se rozpada na a- a B-dimery, které se vazi na plazmatické
bilkoviny, haptoglobiny. Tyto komplexy jsou vychytavany retikuloendotelovou
soustavou (Penka, 2011). Pokud je nedostatek haptoglobinu v krevni plazmé,
volny hemoglobin je filtrovan v glomerulech ledvin a vznika srazenina v lumen
tubulu, coz vede k selhani ledvin (Lang K., 2005). Dimery hemoglobinu také

mohou byt v krvi oxidovany na methemoglobin (Penka, 2011).

3.1.2 Signaliza¢ni latky pro erytrofagocytézu

Mezi signalizac¢ni latky podporujici erytrofagocytézu patfi prouzek 3,
fosfatidylserin a CD47. Prouzek 3 je transmembranovy protein erytrocytl, ktery
se shlukuje a dochazi k ukladani komplementovych C3 fragmentt a pfirozené
se vyskytujicich 1gG (Lang, 2010). Tento protein hraje vyznamnou roli
pfi odstrafiovani zestarlych a poskozenych cervenych krvinek. Prouzek 3
obsahuje 2 rdzné domény. Prvni z nich je oznaCovana jako cytoplazmaticka
doména, jejiz uloha spodiva v regulaci struktury a funkce erytrocytl vazbou
riznych proteind. Druha doména je membranova, ktera katalyzuje vyménu
iontl pfes membranu erytrocytt (De Back, 2014) a na svém povrchu obsahuje
antigenni determinanty. Diky témto determinantam se IgG vazi na prouzek 3.
Touto vazbou se vytvofi signal senescence a dojde k fagocytéze (Badior,
2018).
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Fosfatidylserin je glycerolfosfolipid, ktery se u zdravych c&ervenych
krvinek vyskytuje na vnitfni strané membrany a je regulovan lipidovymi
transportéry. Tyto transportéry udrzuji fosfolipidovou strukturu membrany
(Fischer, 2006). S pfibyvajicim vékem erytrocytd se zvySuje obsah
fosfatidylserinu na vnéjSi strané membrany, coz signalizuje makrofagiim, aby
danou bunku pozfely (De Back, 2014).

CD47 je transmembranovy protein exprimovany na povrchu vSech
zdravych bunék lidského téla. Tento protein se vaze se signalnim regulacnim
proteinem alfa (SIRPa). Takto vytvofeny komplex poskytuje silny negativni
signal, ktery inhibuje fagocytézu. Pokud se ale na protein CD47 navaze
trombospondin 1 (TSP-1) v€etné SIRPa, vznikly komplex fagocytézu aktivuje
(obr. 2) (De Back, 2014).

CD47
SIRPa

CD47/TSP-1 v
inhibice SIRPa

; aktivace
fagocytozy fagocytozy

Obrazek 2: Inhibice a aktivace fagocytézy (CD47 — Cluster of Differentiation 47, SIRPa —
signalni regulacni protein a, TSP-1 — trombospondin 1) (Van Bruggen, 2013).

3.2 Nekréza bunék

Mnoho vnéjSich a vnitfnich stimuld zpusobuje buné&Cnou smrt, ktera
nejCastéji probiha dvéma zplsoby — apoptézou a nekrézou. Nekréza byla
po dlouhou dobu vnimana jako alternativa programované bunécné smrti,
apoptdzy, ale pozdéji se u nich zjistily zcela odlisné vlastnosti (obr. 3). Na rozdil
od apoptdzy neni zména morfologie jadra spojena s organizovanou kondenzaci

chromatinu a tvorbou pravidelnych fragmenti DNA.
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Obrazek 3: Schéma nekrozy a apoptdzy (Coleman, 2010).

Nekréza je patologicka forma bunééné smrti postihujici skupiny bunék
na sebe navzajem naléhajicich, pfi které dochazi k nevratnému
a nekontrolovanému poskozovani bunék po setkani se Skodlivymi stimuly
(D’arcy, 2019). Typickym znakem nekrozy je otok (= edém), ktery vznika
z dvodu neschopnosti bunék udrzet homeostazu se svym prostrfedim.
Nasledkem otoku dochazi krozpadu plazmatické membrany a uvolnéni
cytoplazmatického obsahu do extracelularniho obsahu, coz vyvola zanétlivou
reakci a posSkozeni tkani (Escobar, 2015). Na stimulaci nekrozy se podili
predev§im vapnik, ktery zpusobuje pretizeni mitochondrialniho vapniku,
bioenergetické ucCinky a aktivaci proteaz, fosfolipaz a ROS. Tyto aktivované
latky zpUsobi mitochondrialni dysfunkci, iontovou nerovnovahu a ztratu integrity
membrany (Negroni, 2015). Takto poSkozené bunky vydavaji nebezpeclné
signaly, které varuji pfed bunécnou smrti. Nékteré z téchto uvolnénych signall
jsou rozpoznany bunécnymi receptory a stimuluji produkci prozanétlivych

mediatord. Jiné signaly stimuluji tvorbu mediatord z extracelularnich zdroju
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a vysledné molekuly zprostfedkovavaji zanétlivou odpovéd. Kromé toho mrtvé
buriky uvoliuji signaly, které aktivuji dendritické buriky a tim podporuji tvorbu
imunitni odpovédi na antigeny umirajicich bunék (Rock, 2008).

Nekrotické procesy zpuUsobuji pfi€iny: mechanické (poranéni), termické
(spaleniny, omrzliny), elektrické (teplo), chemické (poleptani), hormonalni,
metabolické (zvySena hladina drasliku), enzymatické, imunologické (aktivace
komplementu), rentgenové a ionizacni zareni, mikroby, viry, plisné Ci hypoxie.
Tyto stimuly pusobi na buriky nebo tkané a zpUsobuji jejich nekrdézu, ktera vede
ke vzniku riznych onemocnéni. Klasickym pfipadem nekrotického stavu je
ischémie (= nedokrevnost tkané) (Proskuryakov, 2003).

Morfologicky se nekroza vyskytuje v nékolika formach. Koagulaéni
nekréza je vysledkem denaturace bilkovin tkani. Tento druh nekrozy je
pozorovan Vv hypoxickych prostfedi parenchymatéznich organd bohatych
na bilkoviny (napf. infarkty). PFiinou této nekrozy je ischémie. DalSi druh je
nekréza kolikvacni, ktera je charakterizovana enzymatickym rozkladem tkani
za vzniku kaSovité az kapalné hmoty. Tento druh nekrozy je typicky pro cévni
nervovou soustavu (napf. encefalomalacie nebo myelomalacie), jelikoz
obsahuje velké mnozstvi travicich enzymd a malo bilkovin. Mezi dalSi druhy
patfi hemorrhagicka, gangrendzni, kasedzni, tukova, fibrinoidni ¢ Zenkerova

voskova nekréza.

3.3 Programovana bunééna smrt (apoptéza)

Apoptéza je forma geneticky regulované, programované a fFizené
bunétné smrti, béhem niz dochazi k eliminaci nepotfebnych, posSkozenych,
nebezpeénych, mutovanych &i jinak pozménénych bunék za ucelem udrzovani
homeostazy organismu. Homeostaza je urCena rovnovahou mezi rychlosti
uvolnovani novych erytrocytu z kostni dfené do krevniho obéhu a rychlosti
odstrafiovani starych erytrocytd z obéhu pomoci retikuloendotelové soustavy
(Vittori, 2012). Pfi apoptéze ruzné vnitini a vnéjsi stimuly spousti fadu vysoce
fizenych reakci, které vedou ke smrti bunék (Grilo, 2019). Apopt6zu indukuje,
nebo inhibuje mnoho fyziologickych a patofyziologickych stimult (tab. | a II),
vCetné aktivace rlznych transportnich procesi na buné&tné membrané.
Mezi tyto transportni procesy patfi aktivace aniontovych, draselnych

avapenatych kanall, kanald uvolfujicich taurin a vyména Na*/H*.
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AvSak hlavnim aktivatorem apoptézy je zvySeni intracelularniho vapniku uvnitf
bunék po aktivaci vapenatych kanald vlivem osmotického $oku, oxidaéniho
stresu, nebo odstranénim intracelularniho a extracelularnino CI- (Lang, 2003).

Kazdy den je u dospélého Clovéka apoptézou odstranéno 10 miliard bunék
(Blanco, 2017).

Tabulka I: Inhibitory apoptdzy bunék (Thompson, 1995).

Fyziologické inhibitory Virové geny Farmakologicka €inidla
Rustové faktory Adenovirus Inhibitory kalpainu
Extracelularni matrix Bakulovirus Inhibitory cysteinové proteazy
CD40 ligand Virus kravskych Tumorové promotory
nestovic
Neutralni aminokyseliny Virus Epstein- Fenobarbital
Barrové
Zinek Virus afrického a-hexachlorocyklohexan
moru prasat
Estrogeny Herpesvirus
Androgeny

Tabulka II: Induktory apoptézy bunék (TNF — tumor nekrotizujici faktor) (Thompson, 1995).

Fyziologické induktory Induktory Terapie spojena Toxiny
souvisejici s s Cinidly
poskozenim
TNF, Fas ligand Tepelny 3ok Chemoterapeutika Ethanol
Transformace ristového Virové infekce Gama zareni Amyloid
faktoru B

Neurotransmitery

(glutamat, dopamin, N- Bakterialni toxiny UV zafeni
methyl-D-aspartat)

Odstranéni rastového Onkogeny
faktoru

Ztrata pfipojeni matrixu Nadorové supresory

Vapnik Cytolitické T-buriky
Glukokortikoidy Oxidanty
CD95 Volné radikaly
Soli Zlu€ovych kyselin Antimetabolity vyZivy

25



V embryonalnim vyvoji Clovéka se pomoci apoptdzy odstranuji nékteré
buriky v nadbytku (napf. mozkové buriky) (Renehan, 2001). Jakmile je vyvoj
jedince  dokoncen, Zivotaschopnost organismu zavisi na udrzovani
a obnovovani dil¢ich ¢asti organismu. V organismu se ruzné typy bunék [iSi
mechanismy, pomoci kterych se udrzuji a obnovuji po cely Zivot. Napfiklad
Cervené krevni bunky se neustalé obnovuji z hematopoetickych
progenitorovych bunék. Lymfocyty a buriky v reprodukénich organech
podstupuji cyklické expanze, protoze se ucastni reprodukce. Naproti tomu
neurony maji omezenou kapacitu pro samoobnoveni, a proto vétSina téchto
bunék pfeziva v organismu po cely Zivot (Thompson, 1995).

V bunkach béhem apoptdzy probihaji biochemické zmény. Na pocatku
apoptozy se buriky zaénou smrstovat kvdli ztraté intracelularni vody a také
ztraci kontakt se sousednimi burikami. U mitochondrii dochazi k depolarizaci
mitochondrialni membrany a na cytoplazmatické membrané se tvofi zahyby.
V jadfe nastava kondenzace chromatinu, jeho degradace a nasledna
fragmentace vlivem endonukleaz (Foller, 2008). V posledni fazi apoptozy
se burika rozdéli na apoptoticka téliska, ktera jsou obalena membranou
(Lawen, 2003). Na vnéjSim povrchu téchto télisek je vystaveny fosfatidylserin,
ktery je detekovan vazbou annexinu a poskytuje signaly vedouci k pohlceni
apoptotickych télisek makrofagy nebo sousednimi bunkami (obr. 4) (Malhi,
ve kterych probiha lysozomalni degradace pohlcenych télisek bez uvolnéni
intracelularnich slozek, pfedevSim proteinu, které by jinak zpUsobily zanét
(Lang, 2003).
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Obrazek 4: Apoptéza v brzliku s lymfocyty. Sipka oznaduje makrofag s pohlcenymi
apoptotickymi télisky (Elmore, 2007).

Apoptdéza hraje vyznamnou roli ve vyvoji a progresi fady onemocnéni.
Néktera onemocnéni inhibuji apoptézu. Jsou to napf. rakovina (folikularni
lymfomy, karcinomy s mutacemi p53, nadory souvisejici s hormony — rakovina
prsu, rakovina prostaty, rakovina vaje€nikd), autoimunitni onemocnéni
(systémovy lupus erythematodes, glomerulonefritida) a virové infekce
(herpesviry, poxviry, adenoviry). ZvySena apoptéza se vyskytuje u AIDS,
neurodegenerativnich onemocnéni (Parkinsonova choroba, Alzheimerova
choroba, amyotroficka lateralni sklerdza, retinitis pigmentosa, cerebelarni
degenerace), myelodysplastického syndromu jako je aplasticka anémie,
ischemického poSkozeni organt (infarkt myokardu, mrtvice, reperfuzni
poskozeni), ¢i onemocnéni jater vyvolaného toxiny, jejichz pfikladem je alkohol
(Thompson, 1995).
buné&cny lymfom 2 (B-cell lymphoma 2, Bcl-2). Tyto proteiny se ucastni vSech
cest apoptotické bunécné smrti (Grilo, 2019).

3.3.1 Kaspazy
Kaspazy jsou endoprotedzy s cysteinem v aktivnim misté, které

katalyzuji Stépeni peptidovych vazeb v bunéénych proteinech vzdy za kyselinou
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asparagovou, coz vede k zaniku téchto bunék. Témér vSechny kaspazy jsou
syntetizovany jako monomery s malou, nebo Zadnou aktivitou.
Takto produkované formy jsou nazyvany jako prokaspazy, nebo zymogeny
(Grilo, 2019). Jejich aktivace probiha proteolytickym Sté€penim za vzniku malych
a velkych podjednotek. Toto Stépeni zprostifedkovavaji jiné kaspazy,
nebo kaspazy po spojeni s adaptorovymi proteiny. Napfiklad kaspazy 3 a 7 jsou
aktivovany kaspazou 8 po spojeni s adaptorovym proteinem FADD (Fas-
asociovana smrtici doména) a kaspazou 9 po spojeni s adaptorem Apaf-1
(Apoptoticka proteaza aktivujici faktor 1). Tyto adaptorové proteiny se spoji
s kaspazami pouze za predpokladu, Ze jsou samy signalizovany jinymi proteiny.
V pripadé FADD se jedna o protein CD95 a v pfipadé Apaf-1 o cytochrom c
(Vaux, 2002). Po aktivaci vznikaji dimery, které jsou biologicky aktivni.
V soucCasné dobé existuje ¢trnact druht kaspaz (1-14) vyskytujici se v mysich
a lidskych burnkach. DalSi &tyfi druhy (15-18) byly objeveny v jinych sav¢ich
burikach. Na zakladé jejich fylogenetické pfibuznosti se déli do tfi skupin. Prvni
skupina (= iniciacni kaspazy) zahrnuje kaspazy 2, 8, 9 a 10, které se aktivuji
v prvni fazi apoptézy. Tato skupina kaspaz aktivuje druhou skupinu (=
efektorové kaspazy), ktera zahrnuje kaspazy 3, 6 a 7, a ty se podili na posledni
fazi apoptozy. Posledni skupina obsahuje kaspazy, které se pfimo ucastni
zanétu (kaspazy 1, 4, 5, 11 a 12) (Grilo, 2019). Kaspaza 13 je hovézi gen

a kaspaza 14 je exprimovana v embryonalnim vyvoji (Ray, 2019).

3.3.2Bcl-2

Rodina proteind Bcl-2 byla izolovana z folikularnich B-lymfomda.
Tyto proteiny jsou lokalizovany na vnéjSi mitochondrialni membrané, kde
kontroluji uvolfovani cytochromu c a proapoptotickych proteini do cytosolu
a reguluji aktivaci kaspaz (Blanco, 2017). Obsahuji dvacet pét ¢lenu a alespon
jednu ze &tyf Bcl-2 homolognich BH domén (BH1, BH2, BH3 a BH4). Tyto
domény urCuji funkci a strukturu téchto proteind. Nékteré proteiny obsahuji
idoménu transmembranovou, diky které se mohou  vyskytovat
na vnitrobunéénych membranach bunék (Knight, 2019). Lze je rozdélit na tfi
skupiny podle funkce — dvé skupiny proapoptotickych a jedna skupina
antiapoptotickych proteinG. Prvni skupina antiapoptotickych proteint zahrnuje

Bcl-2 a jeho pfibuzné formy, napf. B-buné&tny lymfom extra velky (Bcl-XI),
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indukovany protein myeloidni leukemické bunky (Mcl-1), aj. Tato skupina
proteinl obsahuje vSechny ¢&tyfi BH domény (BH1, BH2, BH3, BH4)
a podporuje preziti bunék. Druha skupina proapoptotickych proteint obsahuje
tfi BH domény (BH1, BH2, BH3) a zahrnuje proteiny Bcl-2 asociovany X protein
(Bax), Bcl-2 homologni antagonista/zabijak (Bak) a Bcl-2 pfibuzny zabijeci
protein vajec¢nikd (Bok). Posledni, tfeti skupina ma pouze jednu doménu (BH3)
a je slozena z mnoha proteinli, napf. Bcl-2 plsobici na smrt (Bik), p53-
upregulovany modulator apoptozy (Puma), Bcl-2 modifikujici faktor (Bmf), Bcl-2
asociovany promotor bunétné smrt (Bad), aj. Tyto dvé skupiny

proapoptotickych proteinu podporuji usmrceni bunék (Guicciardi, 2013).

3.3.3 Vnitini a vnéjsi cesta apoptodzy
Apoptéza muize probihat vnitini a vnéjSi cestou dle typu pusobicich

stimuld (obr. 5).

oxidadni stres, podkozeni DNA,
ligandy {FasL, THF) zafeni, chemaoterapie, hypoxie,

vhéjsi cesta toxiny
o vnitini cesta
‘ receptor smiti {Fas receptor)

prokaspzs & \ transmembranového potencialu

* FADD mitochendrialni stres, otevirani
I - | mitochondridinich pérd, zirats
P\ mitochendrie
Bax, Bak, Bok '— — A |
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‘ kaspaza 8
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Obrazek 5: Vnéjsi a vnitfni cesta apoptdzy (FasL — Fas ligand, TNF — tumor nekrotizujici faktor,
FADD - Fas-asociovana smrtici doména, Bax — Bcl-2 asociovany X protein, Bak — Bcl-2
homologni antagonista/zabijak, Bok — pfibuzny zabijeci protein vaje¢niku, Bcl-2 — B-bunéény
lymfom 2, Bcl-XI — B-buné&ny lymfom extra velky) (Filén, 2010).

3.3.3.1 Vnitini cesta apoptézy
Vnitfni (mitochondrialni) cesta je regulovana skupinou proteinti Bcl-2.

Tato cesta se aktivuje pfi poSkozeni mitochondrii fadou intracelularnich stimuld,
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jakou jsou napf. oxidacni stres, poskozeni DNA, zareni, 1éEba cytotoxickymi
léKy, nedostatek hormonU nebo rustovych faktorl, redoxni nerovnovaha, toxiny,
hypoxie nebo virova infekce (Lawen, 2003; Ray, 2019). Tyto stimuly narusuji
integritu mitochondrii tim, Ze dochazi k otevirani mitochondrialnich poru a ztraté
transmembranového potencialu (Elmore, 2007). To vyvola uvolfiovani
cytochromu ¢ a proapoptotickych proteini (apoptézu-indukujici faktor, AlF;
endonukleaza G) z vnéjSi mitochondrialni membrany do cytosolu. V cytosolu
se cytochrom ¢ navaze na apoptotickou proteazu aktivujici faktor 1 (Apaf-1),
¢imz se spusti utvareni apoptozomu (Lawen, 2003). Vznikly komplex nasledné
aktivuje prokaspazu 9 na kaspazu 9. Tato iniciaCni kaspaza spusti hydrolytickou
kaskadu, ktera stimuluje efektorové kaspazy 3, 6 a 7 (Blanco, 2017). AlF
a endonukleaza G se uvolni do jadra, kde zprostfedkovavaji degradaci DNA

a kondenzaci chromatinu nezavisle na kaspazové aktivité (Guicciardi, 2013).

3.3.3.2 VnéjsSi cesta apoptozy

VnéjSi cesta je aktivovana stimuly ve formé& extracelularnich liganda.
NejCastéjSimi ligandy jsou tumor nekrotizujici faktor (TNF) a Fas ligand (FasL),
které jsou rozpoznany receptory smrti (TNF receptor, Fas receptor) umisténymi
na cytoplazmatické membrané. Dany receptor obsahuje membranovou doménu
a doménu smrti. Dochazi k navazani ligandu na receptor. Po vazbé se méni
konformace smrtici domény a muize dojit k navazani adaptorového proteinu.
Adaptorovy protein zahrnuje TNFR-asociovanou smrtici doménu (TRADD)
a Fas-asociovanou smrtici doménu (FADD) (Blanco, 2017). Navazani ligandu
Fas na Fas receptor vede k vazbé adaptorového proteinu FADD. Vazba ligandu
TNF na TNF receptor ma za nasledek vazbu adaptorového proteinu TRADD
I FADD (Hsu, 1995). FADD obsahuje smrtici efektorovou doménu, ktera
interaguje s iniciatorem prokaspazy 8 a vznika signalizacni komplex vyvolavajici
smrt (DISC). Prokaspaza 8 je aktivovana a iniciuje kaspazovou kaskadu.
Aktivovana kaspaza 8 aktivuje kaspazu 3 a dalSi kaspazy (Blanco, 2017). Takto

aktivované kaspazy nasledné Stépi proteiny a dochazi k apoptoze.

3.4 Eryptéza

Zivotnost zdravych erytrocytd je omezena starnutim s naslednym
odstranénim starych erytrocytd (Lang, 2015b). Béhem pfirozeného starnuti
nebo nasledkem poranéni mohou erytrocyty podstupovat programovanou
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bunéfnou smrt, zvanou eryptoza, ktera trva 1-48 hodin (Ghashghaeinia, 2012;
Qadri, 2017).

Eryptdza je proces, pfi kterém dochazi ke zméné asymetrie na bunécné
plazmatické membrané erytrocytl. Transmembranova asymetrie je
podporovana ATP-dependentnimi transportéry a hraje dulezitou roli
pfi fungovani membranovych protein( a lipidl, nebo pfi interakci s cytoskeletem
(Pyrshev, 2018). Zména asymetrie je zpusobena vezikulaci membrany,
smrsténim bunék (redukci objemu), tvorbou nepravidelnych zahybu
na plazmatické membrané (rozvolnéni cytoskeletu, degradace protein(, ztrata
fosfolipidu), snizenim membranové elasticity a transportem fosfatidylserinu
z vnitini strany membrany na vnéjSi. Takto poSkozené erytrocyty jsou
rozpoznavany makrofagy, nasledné pohlceny, degradovany (obr. 6)
a tim vylou¢eny z krevniho obéhu (Repsold, 2018). Na rozdil od apoptdzy
nedochazi k mitochondrialni depolarizaci a ke kondenzaci jadra z ddvodu
absence téchto organel v erytrocytech. Z toho plyne, Ze eryptdéza a apoptoza
maji stejny ucel, tj. odstranéni defektnich, infikovanych, nebo jinak defektnich
bunék bez prasknuti buné€né membrany a uvolnéni intracelularniho materialu

do cirkulujici krve.

repocyy RN ks

Obrazek 6: Fagocytdza erytrocytu Kupfferovou burikou v jatrech (Lang K., 2005).

Cely mechanismus eryptézy je regulovan fadou kinaz, jako jsou cyklicky

guanosinmonofosfat(cGMP)-dependentni proteinkindza typu | a Janusova

kindza 3 (Lang, 2012a). Na regulaci se kromé kinaz také podili endogenni

mediatory, iontové kanaly, membranové receptory a nitrobunécné signalni
proteiny (Qadri, 2017).
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3.4.1 Mechanismus eryptoézy

Eryptéza je primarné zplusobena zvySenou koncentraci cytosolového
Ca?*, jako nasledek aktivace vapenatych kanall, které zprostrfedkovavaji prisun
extracelularniho vapniku do erytrocytl (Lang, 2012c). K aktivaci téchto kanala
dochazi pfi hyperosmotickém Soku, tvorbé ceramidu, depleci energie,
oxidaénim stresu, zvySené teploté, snizené antioxidacni obrané, nedostatku
chloru, aktivaci kaspaz nebo vlivem endogennich latek a uzivanim xenobiotik.
(Foéler, 2009). Tyto kanaly jsou propustné i pro jiné ionty (napf. Na*) a jsou
stimulovany prostaglandinem E2 (PGE2), ktery je produkovan z membranovych
fosfolipidi plUsobenim fosfolipazy A2, cyklooxygenazy a PGE-syntazy
(Pretorius, 2016). Kromé toho, aktivita vapenatych kanall ovliviiuje i kanaly
draselné, tj. tzv. Gordosovy kanaly, citlivé na Ca?*. Po aktivaci téchto kanald
dojde k odtékani intracelularnino K* z erytrocytd do extracelularniho prostoru,
coz vede ke ztraté vody a smrsténi erytrocytu (Schneider, 2006). Kromé toho,
vytékani draselnych iontd a vtékani sodikovych iontld pfes kanaly rozptyli
prislusné iontové gradienty napfi¢ bunéénou membranou. Rozptyleni gradientu
nakonec vede k depolarizaci buné&né membrany a tim ke vtékani chloridovych
iontd a vody do bunék. To ma za nasledek vznik otoki. Nadmérné nabobtnani
bunék vede k prasknuti bunéfné membrany a uvolnéni hemoglobinu (Féller,
2010). Cinnost t&chto kanald klesa s vékem erytrocyt (Lang, 2008).

Se ztratou chloridovych iontl dochazi k uvolfiovani prostaglandinu E2,
ktery nasledné aktivuje kationtové kanaly, zvySuje koncentraci vapniku v bunce
a stimuluje pfesun fosfatidylserinu z vnitini strany bunéfné membrany
na povrch erytrocytd pomoci skramblazy (Lang K., 2005). Jakmile dojde
k vystaveni fosfatidylserinu na povrchu bunéfné membrany, jsou ihned
rozpoznany makrofagy se specifickymi fosfatidylserinovymi receptory
a pohlceny, aby se zajistilo jejich odstranéni z krevniho obéhu (Repsold, 2018).
Nasledkem zvySené koncentrace vapenatych iontll se také aktivuji citlivé
enzymy, napf. transglutaminaza, kalpain, proteinkindza a fosfataza (Qadri,
2017). Kalpain je cysteinova endopeptidaza zpusobujici degradaci
cytoskeletalnich proteinl erytrocytl, coz vede k tvorbé& nepravidelnych zahybu
na plazmatické membrané (Lang, 2008).

Nezavisle na zvySené koncentraci cytosolového vapniku muze byt

eryptoza spusténa narusenim cytoskeletalni interakce s buné¢nou membranou,
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coz je vyvolano rozpadem sfingomyelinu. Z takto rozpadlého sfingomyelinu
vznika ceramid pomoci kyselé sfingomyelinazy (Qadri, 2018), ktera Stépi
fosfodiesterové vazby. Vyskytuje se uvnitf erytrocytd nebo v plazmé a jeji
aktivita zavisi na pH a slozeni membrany (Lang, 2015a). Sfingomyelinaza je
stimulovana faktorem aktivujicim desticky (PAF). PAF hraje dulezitou roli
pfi regulaci zanétu, trombdze, vzniku aterosklerézy, kardiovaskularnich funkci
(Lang P. A., 2005) a je generovan z membranovych fosfolipidu fosfolipazou A2,
ktera je aktivovana pfi smrsténi erytrocytd (Lang, 2012b). Vznikly ceramid patfi
do skupiny sfingolipidd vznikajicich navazanim mastné kyseliny
na aminoskupinu sfingosinu pomoci amidové vazby. V erytrocytech je
lokalizovan ve shlucich, kde aktivuje skramblazy, ¢imZ naruSuje interakci
membrany s cytoskeletem a zvySuje kiehkost membrany. Tyto zmény vedou
k vezikulaci, rigidité a zvySené membranové permeabilité. Tvorba ceramidu je
inhibovana amitriptylinem a vysokymi koncentracemi mocoviny (Lang, 2015a).

Aby nedochazelo k velkému poctu naprogramovanych bunécnych smrti,
jsou erytrocyty vybaveny antioxidacnimi obrannymi mechanismy, coz jsou:
vitamin C, vitamin E, glutathion a enzymy (superoxiddismutaza, katalaza,
peroxiredoxin 2 a glutathionperoxidaza). Tyto latky zhasi ROS v erytrocytech
a preménuji je na peroxid vodiku, ktery je nasledné pomoci katalazy rozloZzen
na kyslik a vodu. Napf. u mysi s deficitem g-glutamylcysteinligazy, enzymu
nezbytného pro tvorbu glutathionu, se zvysila citlivost erytrocytl na nachylnost
k eryptéze a hemolyze (Lang, 2014).

Eryptéza je stimulovana a inhibovana fadou latek (tab. Il a IV).
katecholaminy, vysoka koncentrace mocoviny a erytropoetinu, které Ccini
erytrocyty CcasteCné rezistentni vu&i eryptéze. Po vazbé erytropoetinu
na erytrocyty se inaktivuji vapenaté kanaly a jeho akutni intravenézni podani
snizuje pocet cirkulujicich erytrocytd podléhajicich eryptéze u pacientu
podstupujicich 1é€bu hemodialyzou (Myssina, 2003). Na inhibici se podili
i endotelin-1, ktery pomoci receptoru typu B (ETB) zabranuje zvySovani
koncentrace vapniku (Féller, 2010).
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Tabulka Ill: Stimulatory eryptdzy (Lang, 2012a).

Amantadin Arsen Amyloid Enniatin A Latky Kyselina
znedistujici fytova
prostfedi
Amfotericin B Cin Ceramid Hemolyzin Osmoticky Sok | Kyselina
lipoova
Amiodaron Hlinik Cyklosporin Listeriolyzin Oxidacni stres | Kyselina
retinova
Azathioprin Kadmium Glykoforin C
Beauvericin Lithium Lipopeptidy
Chlorpromazin Méd Sfingosin
Ciglitazon Olovo Trombospondin
1 receptor CD47
Cisplatina Rtut
Dimethyl Selen
fumarat
Fingolimod Stfibrné
ionty
Methyldopa Zinek
Monensin Zlato
Oridonin
Paclitaxel
Valinomycin

Tabulka IV: Inhibitory eryptézy (Lang, 2012a).

Amilorid Adrenalin Kofein G kinaza Resveratrol | Sarafotoxin 6C

Amitriptylin Dopamin Staurosporin Janusova
kindza 3

Isoprenalin Erytropoetin

Kyselina Katecholaminy
flufenamova

Kyselina

niflumova

Zidovudin
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3.4.2 Fyziologicky vyznam eryptézy

Fyziologicky je eryptdéza povazovana za preventivni opatfeni, jelikoz
omezuje vznik pfedCasné hemolyzy, a tim zvySené hemoglobinové hladiny
v krvi. ZvySeny hemoglobin se mize po filtraci v ledvinach srazet a zpUsobit
tak okluzi (uzavér) renalnich tubuld. Navic muze slouzit jako obranny
mechanismus proti hemolyze vyvolané malarii. Mezi dalSi pozitivni ucinek
eryptozy patfi odstranéni nadbyte€nych erytrocytl z krevniho obé&hu. ZvySena
hladina erytrocytt ma za nasledek vysoké riziko kardiovaskularnich
trombotickych pfihod (Qadri, 2017).

3.4.3 Patologicky vyznam eryptézy

Pfi nadmérné eryptdze Cervené krvinky ulpivaji na krevnich desti¢kach
a endotelovych burikach cévni stény a tim brani mikrocirkulaci. Vazbou
na krevni desticky mohou erytrocyty stimulovat srazeni krve a spoustét
trombdzu (Lang, 2015a). NejCastéjsi patologicky stav je hemolyticka anémie.
Dochazi k ni pfi naruseni homeostazy, kdy zrychlena ztrata erytrocytd neni
dostate€né kompenzovana zvy$enou tvorbou novych erytrocytd (Lang, 2010).
Hemolyticka anémie mulze vzniknout pfiztraté krve, snizené Zivotnosti
erytrocytli, ziskané nebo vrozené vadé, neefektivni erytropoéze,
nebo poskozeni tvorby ¢ervenych krvinek (Vittori, 2012).

Nadmérna eryptdéza se vyskytuje pfi fadé poruch, kterymi jsou napf.
nedostatek Zeleza, deplece fosfatll, dehydratace, hyperbilirubinémie, sepse,
hypertermie, diabetes mellitus, Parkinsonova choroba, renalni insuficience,
jaterni a srdec¢ni selhani, chronicka choroba ledvin, malarie, malignity, srpkovita
anémie, p-talasémie, deficit glukdzy-6-fosfatdehydrogenazy (G6PD), Wilsonova
choroba, mutace, nedostatek aniontovych ménic¢l (mutace aniontového
vyméniku AE1l a glukézového transportéru GLUT1) (Lang, 2015b), infekce
mykoplazmaty, hereditarni sférocytéza, hemolyticky uremicky syndrom,
paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie nebo myelodysplasticky syndrom (Lang,
2012a). U zdravych jedinct dochazi ke vzniku anémie v dusledku hemolyzy
mladych cirkulujicich €ervenych krvinek a ubytku erytropoetinu po navratu
z mist, kde byla vysoka nadmofska vyska, nebo z letu do kosmu. Tento jev je

nazyvan neocytolyza (Rice, 2005).
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3.4.3.1 Diabetes mellitus

V krvi diabetickych pacientl se nachazi zvyseny pocet erytrocytd, které
na svém povrchu vystavuji fosfatidylserin. U tohoto onemocnéni je eryptoza
CasteCné stimulovana akumulaci toxického methylglyoxalu, produktu glykolyzy,
jehoz tvorba je zvySena pfi hyperglykémii. Methylglyoxal inhibuje glykolyzu,
¢imz se snizuje tvorba ATP a koncentrace glutathionu v erytrocytech (Calderén,
2011). Navic hyperglykémie spousti oxidaéni stres a nasledkem toho dochazi
k depleci  glutathionu, akumulaci malondialdehydu, zvySeni  aktivity
superoxiddismutazy (Lang, 2015a) a akumulaci ROS, které jsou povazovany
za diagnostické markery. Diabetes typu Il je spojen s peroxidaci lipidl, ktera

vede k poSkozeni erytrocytu (Lang, 2014).

3.4.3.2 Chronické onemocnéni ledvin

Chronické onemocnéni ledvin je spojeno s téZzkou anémii, ktera vznika
z nedostatku Zeleza. Dochazi ke snizenému uvolfiovani erytropoetinu z ledvin
a poklesu erytropoézy. Nedavné studie ukazaly, Ze se anémie u pacientu
s timto onemocnénim vyskytuje i po doplnéni erytropoetinu do krevniho obéhu.
Oxidacni stres, hyperfosfatemie a vznikajici uremické toxiny (vanadat, akrolein,
indoxylsulfat, methylglyoxal) podporuji eryptézu. U pacientll s terminalnim
stadiem renalniho onemocnéni dochazi k akumulaci ROS, které jsou

redukovany béhem dialyzy (Lang, 2015a).

3.4.3.3 Hemolyticky uremicky syndrom

Hemolyticky uremicky syndrom vznikajici v dusledku intoxikace
bakteriemi (napf. Escherichia coli) je doprovazen triadou pfiznaku:
hemolytickou anémii s fragmentovanymi erytrocyty, trombocytopenii a akutnim
selhanim ledvin. Toto onemocnéni muze byt také zpusobeno nedostatkem
faktoru H inaktivujicim komplement, ktery Fidi aktivaci komplementu C3
a depozici C3b na hostitelské buriky. Jeho nedostatek vyvolava oxidacéni stres,
vystaveni fosfatidylserinu na povrchu erytrocytl, jejich smrsténi, zvySenou
koncentraci cytosolového Ca?* a tvorbu ceramidu. Akutni faze HUS je spojena
s trombotickou mikroangiopatii, peroxidaci lipidd a tvorbou ROS, které jsou
generovany z neutrofild. K |é€bé tohoto syndromu se pouziva plazmaferéza
nebo dialyza (Lang, 2006).
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3.4.3.4 Wilsonova choroba

Wilsonova choroba je autosomalné recesivni porucha vyplyvajici
z akumulace Cu?* predev§im v hepatocytech, neuronech, erytrocytech
a myocytech v disledku defektu enzymu ceruloplazminu, ktery méd
transportuje. Piebytek médi vyvolava anémii, jaterni cirhézu, hepatitidu, jaterni
selhani, Fanconiho syndrom, neurologické a psychiatrické pfiznaky,
kardiomyopatii a osteomalacii. Kromé& toho, akumulovana méd tvofi ROS,
lipidové peroxidy a inhibuje aktivitu antioxida¢nich enzymu, coz ma za nasledek
poskozeni bunék, denaturaci hemoglobinu a vznik Heinzovych télisek.
Na stimulaci eryptézy se také podili aktivace sfingomyelinazy a nasledné

uvolfiovani ceramidu v erytrocytech a hepatocytech (Lang, 2007).

3.4.3.5 Nedostatek zeleza a malignity

Nedostatek Zeleza zvySuje pocet erytrocytl, u kterych dochazi ke ztraté
objemu, zvySovani cytosolového Ca?* a vystaveni fosfatidylserinu na jejich
povrchu. Pfi zrychlené sebevrazedné smrti takto poSkozenych erytrocytl
dochazi ke zvySenému odstranovani Zeleza, coz vede ke vzniku anémie,
oxidaCniho stresu a ROS (Lang, 2014). U malignit je eryptdéza spusténa
ucinkem cytostatické 1é¢by. Cytostaticka 1éCiva spousti sou€asné s eryptdzou

i apoptézu jadernych bunék (Lang, 2015a).

3.4.3.6 Srpkovita anémie, B-talasémie, deficit G6PD

U téchto poruch je eryptéza podporovana predevsim oxidacnim stresem,
osmotickym Sokem a depleci energie. Normalni poloc¢as Zivotnosti erytrocytt 60
dni je zkracen na pfiblizné 6 dni u srpkovité anémie, 15 dni u talasémie a 22 dni
pfi deficitu G6PD (Lang, 2002). Erytrocyty vystavujici fosfatidylserin adheruji
na endotelové buriky cévni stény a narusuji mikrocirkulaci. U srpkovité anémie
meéni erytrocyty svUj tvar a vazou se na plicni cévni sténu. Tato vazba je
stimulovana aktivovanymi neutrofily a inhibovana anexinem V. Bylo prokazano,
Ze u déti fetalni hemoglobin pusobi proti depolymerizaci deoxygenovaného
hemoglobinu srpkovitych erytrocytl, vystaveni fosfatidylserinu a adhezi
na endotelové bunky. Dospély Elovék, ktery je nositelem jednoho zdravého
genu HbA a jednoho genu mutovaného HbS, je nazyvan zdravym pfenasSeCem
a jeho erytrocyty reaguji na infekci zplUsobenou parazitem Plasmodium

falciparum zvySenou tvorbou (PGE2), permeabilitou Ca?', expozici
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fosfatidylserinu a odstrafiovanim makrofagy. Takto infikované erytrocyty rychleji
podléhaji programované smrti, coz poskytuje ur€itou ochranu pfed vypuknutim
tézkého stadia malarie. K 1éEbé srpkovité anémie se vyuziva hydroxymocovina,
ktera brani vzniku srpkovitych erytrocytl, a tedy vazookluznim, neboli

obéhovym krizim (Lang, 2014).

3.4.3.7 Malarie

Pdvodcem malarie je patogen Plasmodium falciparum, ktery aktivuje
a otevira vapenaté kanaly erytrocytd, a tim vyvolava oxidacni stres bunék
vedouci k eryptéze. Poté se tento patogen dostava dovnitf erytrocytll, kde
se mnozi, pfijima ziviny (Na*, Ca?') a spotiebovava metabolity. Patogen je
schopen inhibovat vstup Ca?* do erytrocytll a tim udrZuje nizkou hladinu
cytosolového Ca?*. Mimo to sniZzuje osmoticky tlak S$tépenim prebytecéné
hemoglobinu a exportem aminokyselin, ¢imZ zabrarnuje pfedfasné hemolyze.
Infekce nakonec vede k vystaveni fosfatidylserinu a tim k fagocytotickému
odstranéni infikovanych erytrocytd obsahujicich patogeny. Na druhou stranu
patogeny umi meénit své povrchové proteiny a snadno dokazou uniknout

imunitni reakci (Lang, 2014).

3.4.3.8 Paroxysmalni hemoglobinurie, myelodysplasticky syndrom
Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie  je klonalni porucha
hematopoetickych kmenovych bunék, ktera zvySuje nachylnost k intravaskularni
hemolyze, trombdze a dfenovym selhanim. Tato diagndéza zahrnuje deficit
exprese membranovych proteind CD55 a CD59. Naproti tomu je
myelodysplasticky syndrom definovan jako klonalni porucha kostni dfené
charakterizovana refrakterni cytopenii jako nasledek neucinné hematopoézy
s poSkozenymi erytroidnimi prekurzory vedouci k anémii. V pozdni fazi
tohoto syndromu dochazi ve 30 % pfipadl ke vzniku akutni myeloidni leukémie.
Nékdy je klon paroxysmalni no€ni hemoglobinurie pozorovan i u pacientd
s myeolodysplastickym syndromem, coz svédci o tom, Ze tyto dvé onemocnéni
se navzajem prekryvaji. Vysledkem obou onemocnéni je produkce ROS, které

snizuji zivotnost erytrocytl a vznika chronicka anémie (Basu, 2013).
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3.4.3.9 Mutace GLUT1

Syndrom nedostatku GLUT1 je forma epileptické encefalopatie, ktera je
zpusobena poruchou transportu glukézy pfes hematoencefalickou bariéru
do mozku v disledku mutace genu SLC2A1 (Aulicka, 2018). Jedinci trpi
paroxysmalni kinezigenni dyskinezi, coz je porucha projevujici se kratkymi
zachvaty mimovolnich pohybu vyvolana epilepsii. Dale se u nich objevuje mirné
vyvojové zpozdéni, snizeni hladiny glukézy v mozkomiSnim moku
a hemolyticka anémie s echinocyt6zou (Lang, 2008). K lIéCbé se voli ketogenni
dieta, ktera je zalozena na pfijimani tuki a nizkého mnozZstvi proteinu
a sacharidd. Mezi podpUrnou lé¢bu Ffadime pravidelné uzivani kyseliny a-
lipoové jako antioxidantu, triheptanoinu, tj. triglyceridu tvoficiho ketolatky,

a diuretika acetazolamidu (Aulicka, 2018).

3.4.3.10 Deplece fosfatu

Deplece fosfatl (= hypofosfatémie) je porucha zpuUsobena
nedostateCnym pfijmem fosfatd v dieté, sniZzenou intestinalni absorpci,
odstranénim ledvin nebo bunécnou redistribuci fosfatl. Mezi primarni pficiny
sefadi hladovéni, prUjmy, antacida vazajici se na fosforeCnan,
hyperparatyre6za, deficit vitaminu D, renalni tubularni nebo intestinalni
transportni defekty, diureticka |éCba, expanze extracelularniho objemu,
nadbytek glukokortikoidi a mineralokortikoidu, uzivani lékofice, hyperventilace,
leukémie, sepse, jaterni koma, abstinence alkoholu a podavani glukézy
nebo inzulinu. Nasledkem nedostatku fosfatl dochazi ke vzniku anémie. Také
se snizuje tvorba ATP, coz vede ke zvy$eni cytosolového Ca?* uvnitf erytrocytu

a spusténi eryptozy (Birka, 2004).
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4. ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo podat zakladni poznatky o erytrocytech
a seznamit se s mechanismy jejich zaniku. V této oblasti jsem se béhem
zpracovani dozvédéla mnoho zajimavych a novych informaci z literarnich
pramenu. Vé&fim, Ze tyto poznatky vyuZiji pfi mém budoucim povolani.

Kazdy den v mnoha zemich svéta probihaji vyzkumy v této oblasti,
jelikoz poznatky ze stavby a funkce erytrocyti nejsou zcela uplné.
A tak védcum zbyva jeSté mnoho prace, nez funkce Cervené krvinky bude plné

pochopena.
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