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Anotace

Bakalatska prace je zaméfena na popis struktury a funkce normoblasti. Uvodni
¢ast zahrnuje popis lokalizace, vzniku a vyvoje krvetvorby. Dalsi kapitola se zabyva
charakterizaci kostni diené a zahrnuje popis hematopoetické kmenové bunky a
myeloidni progenitorové buiiky. Nasledujici kapitola je vénovdna obecnému popisu
vyvoje erytropoézy véetné regulacnich faktort, hemoglobinu, erytroblastickych ostrova
a je zakonc¢ena podkapitolou zabyvajici se proerytroblastem. V hlavni ¢asti prace jsou
podrobné charakterizovany jednotliva stadia normoblasti. Prace zahrnuje jednotlivé
mechanizmy probihajici uvnitf vyvijejicich se bazofilnich, polychromnich a
ortochromnich normoblastd, aZz po extruzi jadra z ortochromniho normoblastu a
naslednou clearanci organel. Konecna ¢ast prace pojednava o dalsich dvou vyvojovych

stadiich, jimiz jsou retikulocyt a zrald ¢ervena krvinka, tj. erytrocyt.
Kli¢ova slova

Normoblast, erytropoéza, enukleace, extruze, erytroblasticky ostrov, kostni dfei.



Annotation

The bachelor thesis is focused on the structure and function of normoblasts. The
introductory part includes a description of the localization, origin and development of
hematopoiesis. Next chapters deal with the characterization of bone marrow and include
a description of hematopoietic stem cells and myeloid progenitor cell. The following
chapter is devoted to a general description of the development of erythropoiesis,
including regulatory factors, hemoglobin, erythroblastic islands, and proerythroblast. In
the main part of the work, the individual stages of normoblasts are characterized in
detail. The topical part of the thesis includes individual mechanisms linked with
developing basophilic, polychromatophilic and ortochromatophilic normoblasts and
following clearance of the organelles. The final part of the work deals with two other
developmental stages, which are reticulocytes and the mature red blood cell,

I.e.-erythrocyte.
Keywords

Normoblast, erythropoiesis, enucleation, extrusion, erythroblastic island, bone

marrow.
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1. Uvod

Normoblasty ptedstavuji nezralou formu ¢ervenych krevnich bunék. Nachazi se
Vv kostni dieni uvnit erytroblastickych ostrovli. Vznikaji z myeloidni progenitorové
bunky a pfedchazi jim faze proerytroblastu. Miizeme je rozdé¢lit na tii na sebe navzajem
navazujici stadia. Nejdiive se butika vyviji ve stadiu bazofilniho normoblastu, nasleduje
obdobi polychromniho normoblastu a posledni vznika faze ortochromniho normoblastu.
Postupné béhem diferenciace dochézi ke kondenzaci chromatinu v jadfe. Jadro se ¢im
dal vice zmensuje, naopak produkce hemoglobinu s postupujicim vyvojem stale nardsta.
V priibéhu diferenciace normoblastil jsou syntetizovany proteiny tvotici membranu. Do
vyvoje se zapojuji rovnéz transkripéni faktory, jejich hlavnim zastupcem je GATA-1.
Regulacni faktory jsou také nezbytnou soucasti fyziologického vyvoje cervenych
krevnich bunék.

Ve stadiu ortochromniho normoblastu dochazi k vylou€eni jadra z buiky tzv.
enukleaci. Enukleace dava vzniknout dvéma bunkam, retikulocytu a pyrenocytu.
Dochazi rovnéz ke clearanci organel z buniky. Retikulocyt a pyrenocyt si mezi sebou
rozdéli jednotlivé proteiny. Pyrenocyt ziskava proteiny, které mu pomohou pfipojit se
k makrofagim. Makrofag pyrenocyt pohlti. Naopak retikulocyt pfijima ty proteiny,
které mu umoznuji presun do krevniho fecisté, kde dojde k jeho maturaci ve zraly

erytrocyt.
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2. Krvetvorba

Mechanizmus lokalizace, migrace a regulace hematopoézy V riznych stadiich
ontogeneze neni dobfe zndm. Mize se vSak vztahovat ke specifickym adhezivnim
interakcim mezi hematopoetickymi kmenovymi bunkami a jejich mikroprostiedim
v riznych ontogenetickych stadiich (Roy 1999). Béhem intrauterinniho zivota plodu
probiha hematopoéza postupné ve Zloutkovém vaku, fetalnich jatrech, déle ve slezing, a
nakonec v kostni dfeni.

Proces krvetvorby zacind jiz ve velmi ¢asné fazi prenatdlniho vyvoje, kdy se
vytvafeji primitivni, velké erytroblasty v krevnich ostrivcich Zloutkového vaku.
Hlavnim mistem krvetvorby jsou az do poloviny nitrodélozniho zivota fetalni jatra.
Krevni obéh plodu obsahuje také velké mnozstvi hematopoetickych progenitorti a
kmenovych bun¢k. Po narozeni tyto progenitory z obéhu mizi béhem 24-48 hodin, déje
se tak pravdépodobné kviili usazovani v dutiné dien¢ (Pecka 2002). V dospélosti
probiha proces krvetvorby pouze v kostni dieni. Krvetvorba je rozlozena v obratlich,

lebce, panvi, Zebrech, lopatkach, kosti pazni a kosti stehenni.

2.1 Vznik a vyvoj krevnich bun¢k

Hematopoéza u clov€ka zacina jiz mezi 14.-19. dnem zarode¢ného Zivota
(obr. 1). Délime ji do tiech obdobi: mezoblastového, hepatolienalniho a medularniho.
Hematopoeticky systém je nezbytny od nejranéjSich stadii vyvoje a ptizptisobuje se
rychle se ménici anatomii embrya a plodu. Krevni ostrov Zloutkového vaku ptedstavuje
misto, kde se zacind vyvijet krvetvorba. Krvetvorba zde probiha od 3. do 10. tydne
vyvoje. Prvni krevni ostrivky se objevuji v extraembryondlnim mezodermu
Zloutkového vaku, spojovacim stvolu a choriu. Pfi formovani embryoidnich télisek se
embryonalni kmenové buiiky spontdnné diferencuji v riizné embryoidni struktury véetné
krevnich ostritvkll. Jest¢ pied propojenim s extraembryondlnimi cévami se krevni
ostrivky objevi také uvnitf intraembryondlniho mezodermu. Napojenim
extraembryondlnich a intraembryonalnich cév vznikne souvisld sit’ primitivnich
krevnich cév naplnénych krevnimi buikami. Mimo vlastni embryo se nejdfive vytvaieji
pluripotentni kmenové bunky, znichz se postupné uskuteciiuje krvetvorba dalSich
krevnich bunék. Krevni buiniky pak pochazeji ze dvou odlisSnych hematopoetickych
kmenovych bunék. Extraembryonalni hematopoetické kmenové buniky (HSC) produkuji
zejména erytroidni bunky, nikoli lymfoidni. Intraembryonalni HSC produkuji vSechny

typy buné¢k veetné lymfoidnich.
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Hepatolienalni obdobi za¢ina v 6. tydnu, kdy se vytvari zaklad thymu a trva az
do porodu. Brzlik je osidlovan kmenovymi bunkami krvetvorby, ze kterych se postupné
vyviji matetské buinky lymfocytt. Po ptiblizné Sesti tydnech gravidity dochazi k migraci
hematopoézy do fetalnich jater. Jatra pak béhem téhotenstvi plisobi jako hlavni
hematopoeticky organ (Pahal 2000). Z mezenchymu, uloZzeného mezi jaternimi
buikami, se zacinaji vytvaret krvetvorné bunky. Ve 12. tydnu se zacinaji formovat
zaklady sleziny. Ve stejném Casovém obdobi vznikaji z pluripotentnich kmenovych
bunék, zanesenych do lymfatickych organt, lymfocyty. Vytvafi se rovnéz sekundarni
lymfatické organy, jako je jiz zmifiovana slezina nebo lymfatické uzliny.

Kostni dfen je posledni krvetvorna tkan, ktera se vyviji v ontogenezi. Vyviji se
na ukor chrupavkovitych embryonalnich zékladi dlouhych kosti, které jsou ndpadné jiz
v 8. tydnu gravidity (Tavian 2005). Nicméné krvetvorba je zde zahajena az ve 20. tydnu
téhotenstvi. Toto obdobi nazyvame medularni. Mimodfenova krvetvorba zanika ve

druhém az tfetim tydnu po narozeni, ale miize byt obnovena za patologickych okolnosti.
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Obr.1 Porovnani krvetvorby mysi a ¢loveka (Baron 2013).

2.2 Kostni dfen

Kostni dient patii mezi nejvétsi organy téla. Tvoii 3,4-5,6 % télesné hmotnosti.
U dospélého ¢loveka se jedna o 1600-3700 gramu. Aktivni kostni dfen tvoti asi 1300
grami z uvedeného mnozstvi. Za 24 hodin vyprodukuje 100 miliard erytrocytt, 70
miliard leukocytti a 100 miliard trombocyti na 1 kilogram hmotnosti clovéka (Pecka
2002). Nachazi se mezi kostnimi tramci houbovité kosti a uvniti diafyzy dlouhych kosti.

Tvofi ji cévy, lymfatickd, nervova a tukova tkan. Dulezitou soucast piredstavuje rovnéz
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podpirnd tkan tvotfena zejména fibroblasty. Dieniovou dutinu, kde je kostni dien
uloZena, vystyla blana — endostea. Endostea zodpovida za tvorbu osteoblastu.

Pokud je tento prostor vyplnén prevazné hematopoetickymi bunkami nazyvame
jej Cervena dien. Pokud obsahuje vétSinu adipocytl jedna se o zlutou dien. Ze Zluté
dfend mize v pozdnim véku vznikat ztratou adipocytt dien $edd. Cervena dien se
skladd ze stromatu, provazci hematopoetické tkané a sinusoidnich kapilar. Sitovou
strukturu stromatu vytvareji fagocytujici retikularni bunky, retikularni vlakna a matrix.
Amorfni matrix je vytvaiena pfevazné z proteoglykantl a glykoproteint. Zluty typ diené
slouzi primarné jako sklad tukt, ale za uréitych podminek, jako je horecka ¢i velka
ztrata krve, se muze premeénit na dfen Cervenou. Adipocyty kostni diené nejsou
seskupeny do lubuli jako vjinych tukovych zéasobach, ale jsou rozptyleny
v hematopoetické tkani (Hardouin 2014).

Po narozeni jsou kostni dutiny vyplnény hlavné cervenou dfeni, kterd je
postupn¢ nahrazena zlutou dieni. Ve véku 25 let je ¢ervena dieit omezena na axidlni
kostru, zebra a hrudni kost. U €lovéka vytvaii Cervend dien vSechny krevni bunky.
Podili se spolu s jatry a slezinou i na odbouravani starych erytrocyti. V neposledni fadé
se vni také ukladad zelezo pochazejici z odbouraného hemoglobinu. Vyplavovani
zralych krevnich elementl z Cervené kostni diené fidi tzv. Releasing factor. Tento efekt
vykazuje mimo jiné C3 slozka komplementu, glukokortikoidy, androgeny i nékteré
bakterialni toxiny. Podstatna je interakce mezi makrofagy a normoblasty v kostni dieni,
protoze makrofdgy poskytuji normoblastim Zelezo a mimo jiné usnadiuji jejich
proliferaci a diferenciaci (Moras 2017).

Uvolnovéani jednotlivych krevnich bunék a jejich ptechod do krve se uskuteciiuje
riznymi mechanizmy. Leukocyty se do krve dostavaji aktivnim pohybem — diapedézou.
Erytrocyty prochéazeji vzhledem ke své deformovatelnosti mezi endotelovymi butikami
krevnich cév do nitra cévy, kde opét ziskavaji sviyj typicky bikonkavni tvar. Vybézky
megakaryocytll proristaji mezi endotelovymi bunkami do nitra cév a krevni proud
Z nich uvolfiuje a odplavuje trombocyty. Kostni dfeni je bohatym zdrojem krvetvornych

bunc¢k a progenitorovych bun¢k jednotlivych fad.

2.2.1 Hematopoeticka kmenova buiika
Vychozi bunkou vSech krevnich bunék je mezenchymova kmenova bunka, ktera
se diferencuje v retikularni bunku a ta se pak stava zakladem vyvojového bunécného

systému pro krvinky (obr. 2). Sebeobnova a schopnost diferenciace do vSech dalsich
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bunéénych typu krvetvorby jsou typickymi vlastnostmi pro hematopoetickou kmenovou
buku. Krvetvorné kmenové bunky jsou ptfitomny v kostni dfeni, jatrech,
v lymfatickych uzlinach a v periferni Krvi. V kostni dfeni se nachdzi mikroprostiedi tzv.
niche, kde jsou vytvareny buriky a biomolekuly extracelularni matrix, které umoznuji
usidleni HSC a dale i produkci jejiho potomstva. Kmenova bunika se mize ze svého
niche uvolnit. Volné niche miize pfijmout i jinou kmenovou buiiku, napf. exogenni.
PocCet niche ve tkani se muze ménit. HSC je odvozena z mezodermu a ma velky
proliferativni  potencial stejné jako Siroky diferenciacni potencial. Osud
hematopoetickych kmenovych bun¢k je dvoji, jedna ¢ast bunék se dale diferencuje do
progenitorovych bunék a druha ¢ast zachovava pool kmenovych bunék. Asi 80 % bunck

zustava v GO fazi, zatimco 20 % bunék proliferuje (Pecka 2002).
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Obr.2 Hematopoéza c¢lovéka (Lodish 2010).

2.2.2 Myeloidni progenitorova buiika
Myeloidni progenitorova bunika se sama nedokaze obnovovat (Baker 2014).
Proliferujici kmenové buiiky se diferencuji do progenitorovych kmenovych bunék, které
zna¢ime CFU tzn. Colony forming unit. Progenitorové buiky jsou potom ureny pro
bunééné typy napi. CFU-GM pro makrofagy a granulocyty, CFU-M pro bunky
monocytarni fady. CFU-GEMM je ur¢eno pro buiiky myeloidni. Omezuji se pouze na
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jednu linii. Myeloidni progenitorové bunky davaji vzniknout megakaryocytim,

erytrocytiim, granulocytiim a makrofagtim (Akashi 2000).

2.3 Erytropoéza

BFU-E a CFU-E jsou progenitorové bunky pro erytrocytarni krvetvornou fadu.
BFU-E, neboli Burst forming unit-erythroid, se vyviji jako prvni a vyzaduji pro svij
rust a diferenciaci pfedevsim SCF, tzn. Stem cell factor. CFU-E Colony forming unit-
erythroid jsou pak ve vétsi mife zavislé na erytropoetinu. Z téchto bunék se dale vyviji
prekurzorové bunky. V ptipadé erytrocytarni fady se jednd o proerytroblast.
Proerytroblast je prvnim vyvojovym stadiem sméfujicim k produkci erytrocytu. Kazdé
bunééné déleni pti erytropoéze je soucasné spojeno s diferenciaci. Pro vétSinu typi
bunék v organizmu generuje kazdé bunééné déleni dvé dcefiné bunky, které jsou témét
totozné s matefskou buitkou. Béhem erytropoézy jsou vsak dcefiné buiiky strukturné i

funkéné odlisné od matetské bunky (Hu 2013).

2.3.1  Regulacni faktory erytropoézy

Dulezitym regula¢nim faktorem pro erytropoézu je erytropoetin. Jde 0 hormon
glykoproteinové povahy, ktery se tvoii pfevazné v peritubularnich buiikéach kiry ledvin,
u plodu se tvoii ptevazné v jatrech. V pocatecnich stadiich erytropoézy erytropoetin
zabranuje apoptdze bunck CFU-E, podporuje rychlé déleni bun¢k a tvorbu mnoha gent,
které koduji dulezité proteiny pro erytrocyty (Ji 2010). Hlavnim stimulem pro tvorbu
erytropoetinu v ledvinach je tkanova hypoxie, ktera zvySuje transkripci genu pro
erytropoetin pomoci hypoxii indukovatelného faktoru 1. Interleukiny rovnéz vyznamné
ovliviiuji erytropoézu. Patii do skupiny cytokind. Z biochemického hlediska jsou to
struktury proteinové povahy, napf. interleukin 3 (IL-3) ptsobi na HSC a podporuje rist
a diferenciaci bun¢k v kostni dreni.

Somatotropni hormon, tyroxin, ¢i testosteron rovnéz stimuluji tvorbu ¢ervenych
krevnich bun¢k, naopak inhibi¢ni ucinek maji glukokortikoidy a Zenské pohlavni
hormony zejména estrogeny. Transkrip¢ni faktor erytroidu 1 (GATA-1) ma schopnost
vazat funkéné¢ dulezité regulacni sekvence DNA nalezené v globinovych genech
(Cantor 2002). Mezi dalsi latky ovliviwujici erytropoézu patii vitamin B12. Tento
vitamin napomaha zrani erytrocytt, syntéze DNA a své uplatnéni naléza i pii bunéném

déleni. Kyselina listova je soucasti koenzymu dtlezitych pro syntézu DNA, uplatiiuje se
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také pii diferenciaci bunék. Pyridoxin nebo také vitamin B6 je nezbytny pro tvorbu

hemu.
Tab. I: Vybrané regulatory erytropoézy.
Typ regulace Hlavni piiklady
Ristové faktory SCF, G-CSF, IL-3
Diferencia¢ni faktory EPO, TGF-beta, GDF11, Activin A
Transkripcni faktory GATA-1, STATS5A,B
Faktory pro preziti MCL-1, BCL-xL, HSP70*
Negativni regulatory ristu Inhibin, FAS ligand, Kaspazy
Vitaminy a stopové prvky B12, kyselina listova, méd’
Zelezo a bilkoviny Feritin, transferin, feroportin, hepcidin

2.3.2  Hemoglobin

Chromoproteiny jsou bilkoviny s obsahem kovu, do skupiny chromoproteinii
patii 1 hemoglobiny. Kovovou sloZku v tomto piipadé¢ zastupuje Zelezo. Ptfi normalnim
stavu se v erytrocytech nachazi vice nez 75 % celkového zeleza v téle (Liu 2013).
Homeostdza hladin Zeleza, hemu a hemoglobinu je nepostradatelnd pro erytropoézu.
Molekuly lidského hemoglobinu jsou tetramery skladajici se ze ¢tyf bilkovinnych —
globinovych fetézci a ¢ty hemi. Globin tvoii 96 % molekuly hemoglobinu, zatimco
hem jen 4 %.

Molekula o2 B2 tvoii hlavni typ dospé€lého hemoglobinu. Jde o tetramer sloZeny
ze dvou a a dvou B globinovych fetézci. Kazdy globinovy fetézec vaze prostetickou
skupinu hem, kterd poskytuje vazebné misto pro molekularni kyslik, jak miZzeme vidét
na obr. 3. Jeho hlavni funkci je transport kysliku z plic do tkani, ale zaroven specificky
interaguje i s oxidem uhli¢itym (CO2), oxidem uhelnatym (CO), a oxidem dusnatym
(NO), které maji dilezité biologické role. Celkem ctyii polypeptidy hemoglobinového
tetrameru maji centralni prostor, do které¢ho je prosteticka skupina hemu, molekula
zeleza, protoporfyrinu IX, véazana nekovalentnimi vazbami. Timto je atom Zeleza
chranén pred ptistupem k okolnimu vodnému roztoku (Schechter 2008). Atomy Zeleza

jsou v tomto prostiedi ve dvojmocném valen¢nim stavu.
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Obr.3 Struktura dospélého lidského hemoglobinu (Schechter 2008).

2.3.3  Erytroblasticky ostrov

Erytroblastické ostrovy jsou mnohobunééné klastry s centrdlnim makrofagem
obklopené mnozstvim vyvijejicich se erytroidnich bunék. Tyto ostrovy jsou shlukem
primitivnich erytroblasti obklopenych endotelidlnim krytim (Manwani 2008). Pti
ustalené erytropoéze se erytroblastické ostrovy skladaji z erytroidnich bunék v riznych
stadiich vyvoje od CFU-E po mladé retikulocyty. Pocet erytroblastl v jednom ostrové
se lisi. Ostrovy lidské kostni diené obsahuji 5-30 erytroblastti (obr. 4) (Yokoyama
2002).

Vyskytuji se v kostni dieni, fetalnich jatrech a ve slezing€. Erytroblasticky ostrov
produkuje retikulocyty. Proerytroblasty se pfipojuji k erytroblastickému ostrovu jako
velké jaderné buiky obsahujici mitochondrie, Golgiho aparat, endoplazmatické
retikulum a pozdéji se oddé€li jako anuklearni retikulocyty nesouci obrovské mnozstvi

hemoglobinu a malé mnozstvi mitochondrii (Yeo 2019).

21



\‘. Pro-erythroblast

@ Basophilic erythroblast

® Polychromatic erythroblast
@ Orthochromatic erythroblast
@ Erythrocyte

* Pyknotic nucleus

@ Central macrophage

CSH

PERSPECTIVES

Obr.4 Erytroblasticky ostrov (Dzierzak 2013).

2.3.4  Proerytroblast

Proerytroblasty jsou velké mononuklearni buniky o velkosti 20-25um, Vv ptipadé
lidskych bunék. V dasledku vysoké koncentrace RNA maji bazofilni cytoplazmu a
velké kulaté jadro, které zabira 75-80 % objemu bunék s pomérem jader a cytoplazmy
8:1. Z jednoho lidského proerytroblastu miize béhem 3 dnt vzniknout 16 retikulocytl
(Yeo 2019). D¢je se tak diky tomu, ze podléha 3-4 mit6zam (Eymard 2015). U mysi
bylo prokazano, ze proerytroblasty podléhaji 3 mitdzam, aby doslo ke vzniku postupné
dvou bazofilnich normoblastl, ¢tyt polychromnich normoblasti a koneéné osmi
ortochromnich normoblasti (Hu 2013). Proerytroblasty obsahuji jadérka, v nichz je
ulozen euchromatin. Jadérka se obvykle objevuji v malém poctu, nejcastéji dvou az
Ctyf. Chromatin ma vtomto stadiu sytou, bazofilni a husté sitovit¢ uspotradanou
strukturu. Bazofilni cytoplazma miize mit lalo¢naty, nebo cipovity vybézek. Okolo jadra
muzeme pozorovat perinuklearni projasnéni. Tyto proerytroblasty, jak jiz bylo feceno
interaguji s erytroblastickymi ostrov a maji vysokou proliferativni kapacitu (Ludwig
2019). U vétSiny proerytroblastli je pozorovano mRNA pro ankyrin a protein 4.1
(Kodippili 2010). Glykoforin A (GPA) se zacina objevovat také na povrchu
proerytroblastt, kdy se jedna o erytroidni specificky marker (Hu 2013).
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3. Bazofilni normoblast

Primér bazofilniho normoblastu se pohybuje mezi 8-16 um. Tato buika je
mensi nez proerytroblast se zvySenou nuklearni kondenzaci (Chen 2009). Jadro ma
kulaty tvar a je ulozeno ve stfedu buiiky. Velikost jadra dosahuje 8 um. V tomto stadiu
cytoplazma vykazuje silnou bazofilii v dasledku zvySeného poctu ribozomu
syntetizujicich hemoglobin. Hrubé uspofadani chromatinu v jadie ptipomina hrudky
nebo tramce. Chromatin bazofilnich normoblastl se agreguje. Jadérka nejsou v tomto

stadiu zfetelna.

3.1 Membranové proteiny

V prubéhu diferenciace lidskych normoblasti jsou syntetizovany proteiny tvorici
membranu, rovnéz je vytvoiena membranova kostra na bazi spektrind, kterd poskytuje
lipidové dvouvrstvé silu a stabilitu. Stabilni asociace spektrinu s membranou erytrocyti
se shoduje se syntézou ankyrinu, proteinu 4.1 a prouzku 3, které spole¢né organizuji
spektrin a aktin do cytoskeletu zakotvené¢ho VvV membrané (Kodippili 2010). Znalost
sloZzeni a organizace membranovych proteini normoblasti v riznych vyvojovych
stadiich je pfesto V soucCasné dob& nizka, oproti znalosti membranovych proteint
zralych erytrocytu.

U zralych erytrocytll je pomoci ankyrinu prouzek 3 spojeny se spektrinovou siti
vV membrané. Membrana obsahuje i1 volny komplex prouzku 3, lipidové cCastice a
aktinové uzly. Membranovy cytoskelet je spojen s membranou diky vazbam spektrinu
s ankyrinem, interakci mezi glykoforinem C a proteinem 4.1 a vazbami mezi ankyrinem
a prouzkem 3. Membranovy cytoskelet uddva membrané erytrocytu tvar, silu a
flexibilitu, rovnéz napomahd udrzet organizaci lipidii a integrdlnich proteini jejich
lokalizaci a pohyblivost (Li 2014).

Zatimco ve stadiu bazofilniho normoblastu studie prokazaly asynchronni
syntézu a sestaveni membranovych proteind, zejména o a B-spektrinu, ankyrinu a pasu
3, béhem diferenciace. Potvrzeny jsou rovnéz exprese adheznich molekul, jako je a4/p1
integrin, a5/B1 integrin (Eymard 2015). Tyto adhezni molekuly hraji dilezitou roli pfi
interakcich normoblasti | makrofagii a vytvari integritu. Integriny a4/Bl jsou
exprimovany normoblasty, aby bylo usnadnéno pfipojeni k vaskularnimu bunécnému
adheznimu proteinu 1 (VCAM-1) exprimované erytroblastickym ostrovem.

U bazofilniho normoblastu se zvySuje hladina transferinového receptoru CD71 a

roste mnozstvi GPA, naopak hladina hemoglobinu je v tomto stadiu nizka (Kodippili
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2010). Transferinovy receptor se sklada ze dvou fetézcti aminokyselin, které jsou
spojeny disulfidickym mustkem. Jeho hlavni tlohou v organizmu je vazba transferinu
nesouciho molekulu Zeleza a nasledny transport Zeleza do buiikky. Az 80 % tohoto
receptoru je exprimovano na proliferujicich erytropoetickych buikach, dospélym
erytrocytim chybi. Transferinovy receptor miizeme v praxi vyuzit ke stanoveni
snizeného obsahu Zeleza v bunkach (Maes 1997).

Hlavnim transmembranovym sialoglykoproteinem ve vyvijejicich se
normoblastech je GPA. Jeho molekularni funkce nebyla dosud pochopena, ale bylo
prokazano, ze interaguje s prouzkem 3. Pfedpoklada se, ze existuji tii populace prouzku
3, znichz 40 % molekul asociuje s GPA (Giger 2016). Prouzek 3 zodpovida za
homeostazu ve vyvijejicim se erytrocytu a tim 1 v celém organizmu. UdrZuje rovnovahu
kyselin, distribuci iontt, hlavné vyménu chloridii a hydrogenuhli¢itanti pfes membrany
erytrocytll a vyménu plynti (Remigante 2019). Lze tedy fict, Ze tento protein slouzi jako

aniontoméni¢ (Chen 2009).

3.2 Syntéza hemu

Hem je syntetizovan fadou enzymatickych reakci. Tyto reakce probihaji
V cytozolu a mitochondriich. V prvnim kroku kondenzuje sukcinyl-CoA s glycinem,
tato reakce se uskuteCnuje vcytozolu a je katalyzovdna  erytroidni
aminolevulatsyntdzou. Naopak posledni krok, jimz je inkorporace ZzZeleza do
protoporfyrinu  IX, probihd v mitochondriich. Tento krok je katalyzovan
ferrochelatazou. Prenos zeleza do mitochondrii zahrnuje transportni molekulu mitferrin
1, jenz se nachazi v mitochondrialni membrané. Pro syntézu hemu je vstup Zeleza
limitujicim krokem. Tento krok je totiz zprostfedkovan pomoci transferinového
receptoru-1. Vrcholnd exprese transferinového receptoru-1 nastava v polychromnim
stadiu normoblastu a postupné klesd v ortochromnim stddiu normoblastu, zde
normoblasty zbavuji zbyvajici receptory transferinového receptoru-1 exocytézou nebo
proteolytickym Stépenim, to vede ke vzniku rozpustného transferinového receptoru-1
(Papanikolaou 2017). Jeho plazmaticka koncentrace je dobrym ukazatelem rychlosti

erytropoézy.
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3.3 Kondenzace chromatinu v jadre

Sekvenovanim mRNA bylo zjisténo, ze exprese asi 600 genii se b&hem
terminalni erytropoézy zvySuje vice nez dvojnasobné. Mezi tyto geny patii velké
mnozstvi gent dilezitych pro normoblasty, véetné a a B globini, biosyntetickych
enzymt hemu, cytoskeletalnich proteinii a transkripénich faktord. Objem jadra se
postupné snizuje, az se zmen$i na desetinu svého pivodniho objemu s vysoce
kondenzovanym chromatinem. Béhem diferenciace normoblastii chromatin kondenzuje,
zatimco koncentrace hemoglobinu se postupné zvySuje (Ji 2011). Bylo zjisténo, Ze
nejvyssi aktivitu mély hemové biosyntetické procesy ve fazi bazofilniho normoblastu a
rovnéz byl zjistén vysoky podil transportu kysliku v tomto stadiu (Ludwig 2019).

Mechanizmy kondenzace savéiho erytroidniho chromatinu zatim nebyly zcela
objasnény. Vime vSak, Ze enzymatické funkce histondeacetylaz jsou zapojeny do
procesu kondenzace. Imunofluorescen¢ni experimenty odhalily, ze vétSina histonovych
proteini byla ¢astecné uvolnéna z jadra prostfednictvim jaderného otvoru v ¢asném
stadiu termindlni erytropoézy. Kaspédza-3 se podilela na tvorb& jadernych otvort.
V soucasné¢ dobé je podporovana myslenka, Ze kondenzace chromatinu béhem
erytropoézy je zprostfedkovana postupnym uvolfiovanim jader histonu (Zhao 2016).
Slozeni nukleozom nebylo zmé&néno, doslo vSak ke zvySeni dimetylace histonu H3 a
ke sniZeni acetylace histonu H4 b&hem terminalni erytropoézy. Uloha H4 ve skladani
chromatinu vyssiho tadu je hlavné v inter-nukleozomovych interakcich. Béhem mitozy,
globalni fosforylace H3S10 pomoci Aurora B, kindzy vpousti histon deacetyldzy do
chromatinu a spousti kondenzaci chromatinu. Funkéni role deacetylace histonu

Vv jaderné kondenzaci je podpofena fadou studii (Yeo 2019).
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Obr.5 Pribeh kondenzace chromatinu v jadre (Ji 2011).

Aby mohlo dojit k extruzi jadra ve stadiu ortochromniho normoblastu, musi
tomuto d&ji pfedchazet aktivace funkci mnoha molekuldrnich a bunéénych cest jiz
béhem vyvoje bazofilniho normoblastu. Kondenzace chromatinu zahrnuje deacetylaci
histonu, ktera je regulovana up-regulaci histondeacetylaz (HDAC) a down-regulaci
histonacyltransferaz (GenS5) ve stadiu bazofilniho normoblastu. GenS jsou piimo
regulovany c-myc, jehoZ hladina se béhem dozrdvani normoblasti postupné sniZuje.
Erytroidni specifickda mikroRNA (miR-191), cili na interagujici protein 1 (Mxil) a
serin/threonin protein kinazu 3 (Riok3) pro regulaci c-myc a GenS. Nasledné muze
kondenzace chromatinu poskytnout nezndmé signaly pro aktivaci drahy Rac-GTPazy-
mbDia2, kterd je vyZadovana pro tvorbu kontraktilnich aktinovych kruhli a enukleaci.
Hladiny c-Myc se snizuji béhem dozravani normoblasti hlavné ve stadiu ortochromniho
normoblastu, v tomto obdobi dochazi také k zastaveni bunétného cyklu v G1 fazi a
nasleduje enukleace. Transkripcni faktor Myc zastava dulezitou roli pti regulaci
proliferace, diferenciace, bunééného ristu a apoptdzy (obr. 5) (Jayapae 2010).

Histondeacetyldza a histonacetyltransferaza jsou dvé protichtidné tfidy enzymu

epigenetické modifikace. Acetylace zprostiedkovana histonacetyltransferazou otevira

26



chromatin a umoziuje transkripci genu (Wang 2020). Histondeacetylazy maji represivni
ucinek na genovou expresi, katalyzuji odstranéni acetylovych funkcénich skupin
z lyzinovych zbytka histonovych i nonhistonovych proteini. Tyto enzymy vyuzivaji
k deacetylaci substrati acetyllyzinu mechanizmy zavislé na NAD* nebo na zinku (Seto
2014).

Transkripéni faktor Zfpl48 nebo také nazyvany ZBP-89 je interagujicim
partnerem hlavniho erytroidniho transkripniho faktoru GATA-1. V systému
erytroidniho vyvoje plsobi GATA-1 se zinkovym prstem jako hlavni regulator
regulujici expresi vétSiny gentl specifickych pro vyvijejici se erytrocyty. Cilena delece
Zfp 148 narusuje zrani normoblastt, pokud dojde k blokaci Zfp 148 i Zfp 281, nedojde
k dozrani na erytrocyt viibec (obr. 6) (Woo 2019).

GATA1 Erythroid maturation
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Obr.6 Cilend delece transkripcnich faktorit (Woo 2019).

3.4 Transkrip¢éni faktor GATA-1

Udrzeni vysoké hladiny GATA-1 proteinu je klicové v ¢asném stadiu
erytropoézy, pozdéji V jednotlivych vyvojovych staddiich normoblastii jeho hladina
postupné klesd. Tento transkripni faktor reguluje na transkripni urovni vSechny
aspekty zrani a funkce jednotlivych vyvojovych stadii erytrocytu. Udrzovani
homeostazy proteinu GATA-1 je velmi peclivé regulovany proces, pii poruse regulace

dochdzi k hematologickym transformacim. Tento protein ma 3 hlavni funk¢éni domény:
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N-termindlni transaktivaéni doménu (N-TAD) a dvé homologické domény ZnF
(Gutiérrez 2020).

GATA-1 je nezbytny pii regulaci exprese globinu, biosyntéze hemu a
membranovych genti béhem vyvoje erytrocytu. Pozdéji bylo potvrzeno, Ze aktivuje
geny zapojené do autofagie a lysozomalnich funkci. Autofagie ptredstavuje pottebny
proces pro odstranéni organel prostfednictvim lysozomadlni clearance béhem vyvoje
normoblasti. GATA-1 prochazi nékolika posttranslacnimi modifikacemi. Acetylace
probihd histonacetyltransferazou na zbytcich lysinu na karboxilovych koncich jeho
zinkovych prstovych domén. Acetylace tohoto proteinu je vyzadovana pro diferenciaci
erytroidu a pro obsazeni GATA-1 chromatinu a transkripcni aktivaci. Acetylovany
GATA-1 interaguje s Bromodomainovym proteinem 3 (BRD3), ktery stabilizuje vazbu
GATA-1 na chromatin (Tsifsoglou 2009).

Podstatné jsou rovnéz interakce s dal§imi transkripénimi faktory, kofaktory a
chromatinovymi regula¢nimi komplexy. Nejvice prostudované jsou interakce mezi
GATA-1 a FOG-1. Interakce téchto dvou faktorti je nezbytnd pro erytroidni, ale i

megakaryocytovou diferenciaci (Gutiérrez 2020).
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Obr.7 Regulace vyvoje erytroidnich bunék (Ingley2004). Zkratky: (HSC)
hematopoetickd kmenova buiika, (BFU-E) Shluky tvorici jednotky-erytroidu, (CFU-E)
Kolonie tvorici jednotky-erytroidu, (Pro) proerytroblast, (Baso) bazofilni normoblast,

(Poly) polychromni normoblast, (Ortho) ortochromni normoblast, (Pyk) pyrenocyt,
(MAC) makrofag, (Retic) retikulocyt, (RBC) erytrocyt, (IL-3) interleukin-3, (SCF) faktor
kmenovych bunék, (GC) glukokortikoidy, (T3) Trijodtyronin, (Epo) erytropoetin, (Ins)
inzulin, (G1) transkripcni faktor erytroidu 1, (G2) transkripcni faktor erytroidu 2, (S5)
signalni prevodnik a aktivator transkripce 5, (FG) pritel transkripcniho faktoru
erytroidu 1, (EKLF) erythroid Kriippel-like factor, (NF) Transkripcni faktor genu NF-
E2.

3.5 Regulaéni faktory

Jak mizeme vidét na obr.7, stddium bazofilniho normoblastu je regulovano
pomoci S5, EK a NF. Zkratka NF nalezi transkripénimu faktoru NF-E2. S5 je zkratkou
pro Stat 5, jde o signalni pfevodnik a aktivator transkripce 5. Ligand indukovany
erytropoetinovym receptorem vyvola dimerizaci erytropoetinu a spousti aktivaci
pfedem asociované janusové kinazy 2 (JAK 2). JAK 2 fosforyluje tyrozinové zbytky
na cytoplazmatickém konci erytropoetinového receptoru. Tyto fosfotyroziny slouzi jako
mista pro proteiny, které slouzi k aktivaci riznych signalnich drah. Centralni cestou

Vv signalizaci erytropoetinového receptoru je vSak aktivace transkripniho faktoru Stat 5.
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Po fosforylaci se dimery Stat 5 pfemisti do jadra, vazi se na piibuzné prvky v riznych
promotorech a aktivuji transkripci. Stat 5-zprostiedkované funkce reguluji proliferaci
bunck, diferenciaci a apoptéozu. Pro funkéni erytropoézu je zapotfebi nékolika
dilezitych Stat 5 cilovych genu, jako je c-Myc, Pim, Oncostatin M, BcL-xL a dalSich
(Grebien 2008).

Na obr. 7 je znaen jako EK, ve vétSin€ zdroji se s nim setkdvame pod zkratkou
EKLF, neboli Erytroidni Kriippel-like faktor je erytroidni transkrip¢ni faktor potiebny
pro transkripci gend, které reguluji erytropoézu, rovnéz se jednd o tzv. modifikéator
chromatinu. Je obsazen v jadfe, ale i v cytoplazmé bazofilniho normoblastu. Bylo
prokéazano, ze ELKF je transkrip¢ni aktivator inhibitort bunééného cyklu (Yien 2012).
Koordinuje expresi gend, které koduji proteiny, tyto proteiny spojuji membranu a
cytoskelet, syntézu hemu, produkci energie prostiednictvim pyruvat kinazy a f-globinu
(Hodge 2006). ELKF reguluje dospély gen B-globinu (Basu 2007). Zapojuje se jako
aktivator [-globinu, ucastni se remodelace chromatinu a vytvofeni aktivniho

chromatinového naboje (Pilon 2008).

3.6 Autofagie

Indukce autofagie prichazi ve stadiu polychromniho normoblastu, avsak
autofagozomy zlstdvaji hojné¢ zastoupeny az do enukleace jadra ve stadiu
ortochromniho normoblastu. Autofagie je nezbytné dllezity katabolicky proces, ve
kterém lysozomy degraduji a recykluji cytoplazmu bunck. Recykluji se toxické nebo jiz
nadbytecné slozky sekvestraci ¢asti cytoplazmy, véetné celych organel (obr. §). Tento
proces probiha v autofagozomech s dvojitou membranou a nasledné dochazi k fuzi
s lysozomy. Autofagie muze byt neselektivni nebo vysoce substratové specificka.
Zasadnim krokem je v obou pfipadech kovalentni vazba fosfatidylethanolaminu na
exprimovany C-koncovy glycin autofagozomového markeru Atg8. Endopeptidaza Atg4
je klicovym regulatorem, jelikoz pfipravuje nové syntetizovany pro-Atg8 (Betin 2013).
Proces autofagie napomaha k udrZeni homeostazy, chrani buniky pted stresem a ma svou

ulohu béhem vyvoje a bunééné diferenciace.
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Obr.8 Zmeny v endomembrdanovych kompartmentech (Betin 2013).

4. Polychromni normoblast

Polychromni normoblast je mensi nez bazofilni normoblast, dosahuje priméru
8-12um. Syté zbarvené jadro obsahuje hutny, pyknoticky chromatin, mohou se
objevovat i hrudky chromatinu. Jadro je vice kondenzované, obsahuje
heterochromatinové klastry. Dochézi totiz ke ztraté nukleold. Jedna se o husté fibrilarni
oblasti a granuldarni centra, to je jedind viditelna struktura v polychromnich
normoblastech. Rozklad nukleolti odpovida snizeni produkce ribozomalni RNA (Yeo
2019). Piimes nardzovélé barvy v jinak Sedé cytoplazmé indikuje pfitomnost
hemoglobinu. Bunika ma kulovity tvar, stejné tak i jadro. Polychromni normoblasty se
vyznaCuji hemoglobinizaci cytoplazmy a nepravidelné kondenzovanymi jadry
(Ovchynnikova 2018). Toto stadium tedy exprimuje vétSi mnozstvi hemoglobinu nez
stadium bazofilniho normoblastu a vykazuje i vyssi mnozstvi GPA (Kodippili 2010).
Na trovni polychromniho normoblastu dosahuje maxima také exprese mRNA pro
prouzek 3. Exprese polypeptidu prouzku 3 pokracuje az do stddia ortochromniho

normoblastu.

4.1 Transkrip¢ni faktor E2F-2

Jednd se o transkripéni faktor regulovany retinoblastomem. Nuklearni
kondenzaci ovlivituje zfejmé i retinoblastom-1, reguluje totiz bunény cyklus a
diferenciaci. Retinoblastom je regulatorem bunééného cyklu, konkrétné fidi G1 progresi
do faze S. Ovlivnéni nuklearni kondenzace bylo popsano in vitro. Normoblasty
s nedostatkem retinoblastomu-1 vykazovaly vadnou jadernou kondenzaci, ¢imz byl
naruSen i proces enukleace. V terminalni erytropoéze za regulaci E2F-2 zodpovida

EKLF (Swartz 2016). E2F-2 fidi regulaci gent, které se ucastni bunétného cyklu a
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chromozomt. Ztrata E2F-2 zhorSuje jadernou kondenzaci, a tim je pak ovlivnéna i

naslednéa enukleace.

4.2 Vyvoj hemoglobinu

Pozdéjsi vyvoj erytroidnich bunc¢k je zvelké casti vénovan produkei
hemoglobinu A. Syntéza hemoglobinu musi byt peclivé koordinovéana, aby nedoslo
k akumulaci volnych o— nebo p-podjednotek, které jsou cytotoxické. Syntéza
hemoglobinu je koordinovana homeostatickymi mechanizmy. Alfa hemoglobin
stabilizujici protein (AHSP) je erytroidni protein, ktery se specificky vaze na volny a-
globin, stabilizuje jeho strukturu a omezuje jeho schopnost ucastnit se chemickych
reakci, které vedou k vytvoreni reaktivnich kyslikovych sloucenin (Kong 2004). AHSP
specificky rozpoznava G a H helixy a-globinu a tvofi stabilni komplex s volnymi a-
globiny az do spojeni S partnerskymi [3-podjednotkami (Zhou 2006). AHSP byl ptivodné
identifikovan pii screeningu gentl, které jsou regulovany esencidlnim hematopoetickym
transkripénim faktorem GATA-1. Byly stanoveny urcité charakteristiky jeho interakce
s a-globinem. Vazba a-globinu je pfes aif1 dimer rozhrani, B-globin a AHSP proto
nemohou vazat a-globin soucasné. B-globin vaze a-globin pevnéji nez AHSP, proto -
globin snadno vytla¢i AHSP z a-globinu. AHSP muze indukovat oxidaci hemového
zeleza a hemoglobinu (Kong 2004).

Unstable

Other cellular
constituents

Obr.9 Diisledky ztraty AHSP v dozravajicich normoblastech (Kong 2004).

Bez AHSP se a-globin stdva nestabilnim, podléha zvySené nachylnosti k tvorbé
reaktivnich kyslikovych slouc¢enin (ROS), dochazi k poSkozeni a vysrazeni a-globinu a
hemoglobinu A, ale i k oxidaci dal$ich bunéénych slozek. Nestabilni a-hemoglobin

degraduje a uvoliuji se zn¢j toxické porfyriny, volné Zzelezo a denaturované o-
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globinové proteinové fetézce. Vysledkem je predCasna ztrata cirkulujicich erytroidnich

bunék a prekurzori erytrocytu (obr. 9).

5. Ortochromni normoblast

Velikost této bunky se pohybuje mezi 8-12 um. Jadro je kulaté, malé, mtze byt
ulozeno centralné nebo excentricky. Chromatin je v tomto stadiu kondenzovany bez
jakékoliv struktury, pyknoticky. Cytoplazma ma v této fazi vyvoje eozinofilni charakter,
je tedy po obarveni ruzova. Ve stadiu ortochromniho normoblastu dochazi k extruzi
jéadra, které je poté fagocytovano makrofagy. Bez jadra jiz neni buiika schopna dale se
délit. Dochazi také ke ztrat€ vSech organel, jako je Golgiho aparat, endoplazmatické
retikulum, mitochondrie ¢i ribozomy. V tomto stadiu se zastavuje bunécny cyklus a

burika jiz neni schopna dale se délit.

5.1 Enukleace jadra z ortochromniho normoblastu

Enukleaci lze chapat jako formu asymetrického bunééného déleni (Wolner
2017). Jadro zaujima pied enukleaci excentrickou polohu. Je obklopeno tizkym okrajem
cytoplazmy, ktera je bohata na hemoglobin a obsahuje ribozomy. Vimentinova vlakna
tvofi cytoskeletarni sit’, ktera drzi jadro na misté. Béhem erytropoézy je vimentin
exprimovan a organizovan do vlaken, stfedni vlakna jsou degradovana. To vede k tomu,
Ze se jadro stava excentrickym.

Polarizace kondenzovaného jadra, zprostfedkovana pieskupenim mikrotubuld, je
zasadni pro jadernou extruzi (Mardin a Schiebel 2012). Kondenzované jadro je nejdiive
polarizovano excentricky v procesu regulovaném mikrotubuldependentni fosfoinosid-3-
kinazou (PI3K) (Wang 2012). Pro zprostiedkovani této polarizace je také dilezity
dynein. Jednd se o motoricky protein, ktery zprostiedkovdva jednosmérny pohyb
smérem K minusovému konci mikrotubulu (Kobayashi 2016). Cyklin-dependentni
kinaza-9 (CDK-9), jejimz hlavnim ukolem je regulace bunééného cyklu, se zapojuje
tim, Ze reguluje kondenzaci a enukleaci jadra, ackoli mechanizmus neni znam (Wolner
2015).

V nasledujicim stadiu pyknotické jadro pronika do cytoplazmatického vyénélku
a vtomto procesu se zacina deformovat. Uzky okraj cytoplazmy oddéluje jadro od
bunééné membrany. Hlavni ¢ast jadra, ale stale zlistdva v plivodni buiice. Buika je

nepravidelné formovana, vEtsi ¢ast jadra je protlacena skrze tzky otvor. +
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F-aktin, distalné od jadra generuje cytoplazmatické kontrakce, a tudiz tlak tlaci
elastické jadro uzkym otvorem z bunky (Nowak 2017). Vezikula a vakuoly pak cestuji
mezi pocinajicim retikulocytem a jadrem. Tato vezikula se spoji do vétsich vezikul a ta
pak podporuji remodelaci cytoplazmatické membrany a separaci jadra ortochromniho
normoblastu (Keethivasan 2010). Vysledkem je vznik retikulocytu a pyrenocytu
(obr.10).

5.2 Pyrenocyt

Plazmatickd membréna vypuzeného jadra exprimuje povrchovy protein. Tento
protein obsahuje nizkou hladinu glykoforinu A a receptoru pro transferin ve srovnani se
vzniklym retikulocytem (Ji 2010). Pyrenocyty zaéinaji na svém povrchu exprimovat
fosfatidylserin, coz davd makrofagiim signal, aby je pohltily. K pohlceni makrofagy
dochazi u erytroblastickych ostrovt uvniti fetalnich jater ¢i kostni diené (Keerthivasan

2011). Jadro se $tépi v lysozomu, kde DNaza II §tépi DNA pohlcenych jader (Kawene

2001).
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Obr.10 Proces erytroidni enukleace (Hao 2019).
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5.3 Ttidéni membranovych proteind mezi retikulocyt a pyrenocyt

Pti enukleaci mohou byt ztraceny proteiny, které nejsou potifebné pro dalsi vyvoj
zralého erytrocytu, ale je tfeba zachovat ty proteiny, které jsou nutné k udrzeni struktury
a funkce zralé¢ Cervené krvinky. Tyto proteiny musi byt zachovany v cytoplazmatické
membrané retikulocytti (Satchwell 2015). B€hem procesu tfidéni proteinti jsou proteiny
rozd€leny mezi retikulocyt a pyrenocyt. Spektrin se vaze na vznikajici retikulocyt.
Prouzek 3 a ankyrin se také piipojuji k retikulocytu. Transferin se premisti na
membranu pyrenocytu, coz znamend, ze v dal$i fazi zrani retikulocytu na zraly erytrocyt
nebude vyuzit. Proteiny zprostiedkovavajici intercelularni pfipojeni, jako je integrin P1,
jsou sméfovany do pyrenocytu. Glykoforin A se segreguje na membranu retikulocytu
(Keerthivasan 2011). Toto tfidéni pravdépodobné napoméha tomu, aby se pyrenocyt se
svymi ziskanymi proteiny mohl pfipojit k makrofagim a zaroven, aby bylo umoznéno

retikulocytiim pfesunout se do krevniho ob¢hu.

5.4 Clearance organel

Clearance organel zalind soucasn¢ s enukleaci a pokracuje ve stadiu
retikulocytu. Postupné jsou vylouéeny vSechny organely z bunky. Dochazi k vylouceni
mitochondrii, ribozom i endoplazmatického retikula. Builkka postupné piechazi
Kk vyuziti energie ve formé ATP z glykolyzy.

5.4.1 Mitochondriélni clearance

Hlavnim mechanizmem mitochondridlni clearance je mitofagie, tj. selektivni typ
autofagie, kterd umoznuje degradaci poSkozenych mitochondrii. DlleZitost tohoto
procesu je zdaraznéna S védomim, ze poSkozeni mitochondridlni funkce zplsobuje
zvyseni produkce reaktivnich forem kysliku, coz mize zpisobit poskozeni bunéénych
slozek (bilkoviny, nukleové kyseliny a lipidy) a vyvolat bunéénou smrt (Lee 2012).
Mitochondrie je tfeba eliminovat, jelikoz hlavnim ukolem erytrocyti je pienos kysliku a
mitochondrie kyslik spotiebovavaji. Nix je protein souvisejici s Bcl-2, ktery je up-
regulovan béhem terminalni erytropoézy. U retikulocyti s nedostatkem Nix byl
pozorovan defekt mitochondridlni clearance (Sandoval 2008). Mitochondrie, které se
chystaji podstoupit clearanci, jsou obklopeny strukturami s dvojitou membranou a

nasledné podléhaji degradaci a eliminaci exocytozou. Enzym 15-lipooxigenaza vstupuje
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do mitochondridlnich membréan v retikulocytech a umoziuje pfistup lytickych enzymu

k mitochondriim (Ney 2011).
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Obr.11 Termindlni diferenciace ortochromniho normoblastu (Moras 2017).

Jak mizeme vidét na obr. 11 A, ve fazi ortochromniho normoblastu jsou
aktivovany dvé autofagické drahy, které jsou zprostfedkovany pomoci Ulk1, tento déj
probiha proto, aby doslo ke clearanci organel. Atg 5/7-zavisla cesta s proteolytickou
Atg4-zavislou aktivaci MAPLC 3, mikrotubulovym proteinem 1 svételnym kanalem 3
(LC 3) a Atg 5/7-nezavisla cesta, ktera souvisi s proteinem LC 3. Aktivace LC 3
umoziuje vloZeni do fagoforové membrany, zahajeni pohlceni organel rozpoznavanim
ubikvitinového signalu nebo piimou vazbou specializovanych receptori na organelové
membrané. Po vytvofeni autofagozomu umoznuje jeho fuze s lysozomem degradaci
organel hydrolytickymi enzymy.

Na obr. 11 B vidime, jak jsou béhem tohoto stadia nezadouci membranové
proteiny, napt. transferinovy receptor (TfR), internalizovany endocytézou a vylouceny
exocytozou z multivezikulérnich struktur téla. GPA / LC3 dvojité pozitivni vezikuly
obsahujici zbytky organel se také nachazeji v retikulocytech, coz znaci spolupraci mezi
endotelovymi (GPA +) a autofagovymi (LC 3+) cestami k eliminaci organel. Jak vSak

autofagozomy interaguji s multivezikularnimi tély (MVB) sledujici stejnou cestu
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recyklace membranovych proteinti nebo puceni piimo z plazmatické membrany po fuzi

s endocytovymi vezikuly, zlistdva stale neznamy (Moras 2017).

5.4.2 Ribozomy a jin¢ organely
Obecné hraje autofagie zasadni roli pfi eliminaci dalSich organel, jako jsou
lysozomy a endoplazmatické retikulum. Zatimco pro odstranéni mitochondrii je
vyzadovan Nix. Ulkl se podili na degradaci ribozomi a mitochondrii (Schweers2007).
Podobné byla umys$i pozorovana Uc¢inna clearance ribozomt, endoplazmatického
retikula a inhibice mitofagie (Mortensen 2010). Tyto udaje naznacuji, ze non-
autofagické nebo Atg7-nezavislé autofagické drahy mohou slouzit pro odstranéni jinych

organel.

6. Retikulocyt

Nové¢ vznikajici buiiky retikulocytii zlstavaji v kostni dfeni po dobu 24-48
hodin, nasledné kostni dienn opoustéji a vstupuji do krevniho ob&hu, kde dochazi po
dalsich 24 hodinach k dozrani na erytrocyty. Nez retikulocyt dozraje, je tieba, aby
vylou¢il nezddouci membranové proteiny, jako jsou: integrin osP1, CD 98 a receptor
transferinu CD 71 (obr. 12). Tento d& probihd prostiednictvim uvoliiovani malych
vackl nazyvanych exozomy. Exozomy jsou uvoliiovany, aby doslo k snizeni bunééného
povrchu, a tim mohla bunka piejit z multilobularniho tvaru na tvar bikonkavni.
Ke zmenSeni buné¢ného povrchu retikulocyti dochazi i diky ztraté lipidi z membrany.
Pravé vzniklé retikulocyty maji tuhou membranu. Tato tuhd membréana je méné stabilni
nez u zralého erytrocytu. K oslabené asociaci dochazi mezi cytoskeletem a lipidovou
dvouvrstvou nebo uvnitf cytoskeletu nezralych retikulocytt. Zobrazeni cytoskeletu
odhalilo, ze spektrinova vlakna v nezralych retikulocytech byla ve srovnani s erytrocyty
prodlouzena (Li 2018).

KpucCeni membrany retikulocyti miize dochazet na zaklad€ snizeni
cytoskeletové konektivity. Puceni slouzi jako druhy mechanizmus vyluCovani
plazmatické membrany pfi dozravani retikulocytii. Zrani retikulocytu zahrnuje tii stadia.
V prvnim z nich pozorujeme pohyblivé multilobuldrni buniky. Tyto bunky se nachazi
stale v kostni dfeni. Béhem prabéhu druhého stadia zrani ztraci motilitu a ziskavaji

asymetricky tvar s prstencem a viditelnymi granulemi uvnitf bunky a dostavaji se
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zZ kostni dfené do krevniho ob&hu. V kone¢ném stadiu granula uvnitt retikulocytl mizi a

bunka ziskava svij charakteristicky bikonkavni tvar.
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Obr.12 Tvi stdadia zrani retikulocytu (Malleret 2013).

7. Erytrocyt

Erytrocyty tvoii u dospélého ¢loveéka 40-45 % objemu krve. Celkové dosahuji az
k poctu 25 % vsSech lidskych bunék. Kazdou sekundu erytropoéza vyprodukuje 2
miliony erytrocytll. Mlady erytrocyt je vétS$i neZz zrald Cervend krevni buiika. Jeho
velikost se upravuje v prubéhu prvniho tydne ptitomnosti v periferni krvi. Dale se
V prvnim tydnu snizi obsah hemoglobinu asi o 7 % (Pecka 2002).

Membréna zralych erytrocyti se sklada zplazmatické membrany
cholesterolu/fosfolipidu, na niz je ukotvena elastickd sit’ cytoskeletalnich proteint
obsahujici aktin a protein 4.1. Cytoskelet se Kk lipidové dvojvrstvé ukotvuje pomoci
spoju s glykoforinem C. Ankyrinovy prouzek 3 stabilizuje cytoskelet k lipidové
dvojvrstvé. Diky této siti se mohou zralé ¢ervené krvinky deformovat béhem pruchodu
uzkymi kapilarami a po prichodu opét ziskat svilij charakteristicky bikonkavni tvar

(Palis 2014).
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Erytrocyt cirkuluje v krevnim ob&hu po dobu 100-120 dni, nez dojde k jeho
recyklaci a nahrazeni. Studie dokdzaly, ze béhem zivota cCervené krvinky se méni
mnoho aspekti. Jeji objem klesa asi o 20 %, hmotnost hmoty hemoglobinu klesa asi o
15 %, stejné tak je snizena i povrchova plocha. Pomér povrch/objem se tak naopak
zvySuje. Dochazi ke zméné symetrie fosfatidylserinu (Higgins 2015).

V pribéhu starnuti dochazi v erytrocytech ke zménam fyziologickym,
fyzikéalnim 1 biochemickym. Béhem starnuti mizeme pozorovat pokles objemu bun¢k 1
pokles mnozstvi hemoglobinu. Staré ¢ervené krvinky zvysuji svoji hustotu a vazou se
na autologni imunoglobulin G (IgG), ten slouzi pro iniciaci odstranéni senescentnich
erytrocytt. Spusténi vazby protilatek IgG ma spojitost s prouzkem 3. Tato vazba vede
ke vzniku neoantigenl. Snizuje se rovn&Z transport siranl, coZ zabrafiuje navazani
ankyrinu na glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu, ktera ma roli klicového enzymu
Vv glykolyze. Dochazi také ke zvyseni glykovaného hemoglobinu v buiice. Buiika ztraci
vodu a dalsi vyznamné latky, jako jsou: 2,3-bisfosfoglycerat, ATP, proteiny a
hemoglobin.

Naopak se zvysuje pocet vezikul. Cervené krvinky ztraci i povrchové materialy,
napt. kyselinu sialovou. Kyselina sialova je zodpovédnd za zménu struktury, funkci
membrany a za elektricky naboj bun€k (Hsieh 2019). Senescentni erytrocyty jsou
vyCistény splenickymi makrofagy, které dokdzi rozpoznat seskupeny prouzek 3 na
povrchu buiky. Interakce CD 47 s trombospondinem-1 na senescentnich erytrocytech
mohou prevést signaly nejist mé na jist mé, coz vede k clearanci erytrocytu

makrofagovymi bunikami (Palis 2014).
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8. Zaveér

Cilem této bakalarské prace bylo popsat funkci kostni diené a myeloidni fadu
krevnich buné€k, nasledné¢ se zaméfit na erytropoézu a podat poznatky o morfologii,
funkcich a odlisSnych vlastnostech normoblasti. Prace je rovnéz zaméiena na
mechanizmy, které béhem vyvoje krvetvornych bunék probihaji.

Zasadni cCasti diferenciace bunék verytrocyt je enukleace ve stadiu
ortochromniho normoblastu. Erytrocyt je jednou ze tii bunék v téle, u kterych dochazi
Kk extruzi jadra. Nez vznikne plné€ vyvinuta ¢ervena krevni bunka trva to zhruba 7 dni.
Diferenciace z retikulocytu na zraly erytrocyt je dlouha 24-48 hodin. Detailni prubéh
nékterych mechanizmi a procestt béhem vyvoje lidského erytrocytu vSak neni dosud
znam. N¢které z nich byly prokazany pouze in vitro nebo u zvirat.

Toto téma mne velmi zaujalo a v této oblasti jsem se béhem vypracovani prace

dozvédéla mnoho novych a zajimavych informaci.
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