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Predmluva

Pfedmluva

Publikace ,Hematologie a transfuzni lékarstvi® je knihou, ktera je specificky zamé-
fend na hematologickou a v hematologii pouzivanou laboratorni diagnostiku. Je tice-
lové zpracovana predevsim pro obec zdravotnich laborantti. Publikace vsak muze
mit pochopitelné $irsi vyuziti u vSech odbornikd, laikd, ktefi mohou z textt cerpat
nové nebo upresnujici poznatky pottebné pro svoji specializaci.

Ptavodné mélo dilo zahrnovat ¢isté hematologickou problematiku, velmi rychle
se ale rozrostlo o pribuzny (a vlastné spole¢ny atesta¢ni) obor transfuzniho lékarstvi
a nasledné i o problematikou, ktera s hematologii v laboratorni diagnostice souvisi
nebo ji vyznamné doplituje (molekularni biologie, imunocytologie apod.).

Autorsky kolektiv byl sestaven z odborniku vlastniho hematologického pracovi-
§t¢ ve FN Brno, ktefi se jednotlivymi segmenty hematologického zaméfeni zabyvaji,
boratornich obort, véetné zdravotnich laborantu.

Publikace je sestavena ze dvou dili - samostatné hematologické a samostatné
transfuziologické ¢asti, kazda z nich se svou obrazovou ptilohou, ale s jednotnym
usporadanim, aby mohly vytvorit dvoudilny kompaktni celek.

Uvodem jsou v hematologické &4sti zpracovany kapitoly se spiSe teoretickym
a obecnym zaméfenim, pak nasleduji kapitoly specialni problematiky zaméfené na
problémové okruhy jednotlivych systémd, jak byvaji v hematologii béZné ¢lenény,
véetné tabulek normdlnich hodnot. Samostatnou ptilohu tvoti obrazky vyznamnéj-
$ich nebo instruktivnich nalezq, jejich seznam, seznam zkratek a rejstfik.

I kdyz si jsme védomi, Ze ve véku elektronického zpracovani textt nema jiz knizni
podoba publikaci svoje dominantni misto, ziistava stdle pohotovym zdrojem infor-
maci. Je stale dost v oblibé u fady ¢tenafu, proto jsme se rozhodli ji napsat. Vérime,
ze své ¢tenare nezklameme a pfineseme jim to, co hledaji a o¢ekavaji. Jsme si zaroven
védomi nutnosti inovace ve vcelku ¢asném ¢asovém horizontu a pokusime se tento
pozadavek takového zpracovani rovnéz naplnit.

Ctenafim prejeme, aby jim nage prace — at jiz jakkoliv - prospéla, a svym spolu-
autorim dékuji za Gsili a snahu prispét ¢tenafim ke zminénému prospéchu.

Miroslav Penka
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Fyziologie krvetvorby

1 Fyziologie krvetvorby

1.1 Vznik a vyvoj krvetvorby

Krvetvorba (hemopoéza nebo hematopoéza) je v obdobi embryonalniho vyvoje lo-
kalizovana nejprve do oblasti zloutkového vaku, posléze tento ukol prejimaji jatra
a slezina a kone¢né pak kostni dfen. Za patologickych stavii (hemolyzy, myelopro-
liferativni onemocnéni apod.) miize dojit k opétovné aktivaci hemopoézy v jatrech
a sleziné a dokonce i v miznich uzlinach byla popsdna nelymfoidni hemopoeticka
aktivita (zvlasté u myeloproliferaci). Hemopoéza vznikajici v oblasti zloutkového
vaku z embryonalnich kmenovych bunék diferencujicich se v kmenové bunky krve-
tvorby predstavuje mezoblastové obdobi, zac¢inajici asi 14.-20. den embryondlniho
vyvoje. Vytvareji se ostrivky primitivnich hemopoetickych bunék, lemovanych
endoteliemi (area vasculosa). Asi ve 4. tydnu Zivota se primitivni cévy Zloutkového
vaku propoji s cévnim systémem embrya. Mezoblastové obdobi trva asi do 10. tydne
nitrodélozniho Zivota, zaroven se po 6. tydnu vyvoje objevuje krvetvorba v mezen-
chymu mezi hepatocyty a posléze i ve sleziné (hepatolienalni obdobi). Od 20. tydne
nitrodélozniho vyvoje se krvetvorba presunuje do kostni dfené. Hlavnim hemo-
poetickym organem je kostni dfen, je zde pritomen ,,pool® (anglicky zasoba, ter-
min se v odborném tisku o kmenovych bunkach béiné pouziva) hemopoetickych
kmenovych bunék - pluripotentni kmenovéa bunka pro vSechny rady nelymfoid-
ni i lymfoidni, kmenova burnika pro lymfoidni fadu, multipotentni kmenova bunka
pro vSechny nelymfoidni fady CFU-GEMM (colony forming unit - granulocytes,
erythrocytes, monocytes/macrophages, megakaryocytes), zralej$i kmenové bunky
v podobé spole¢nych prekurzort pro erytroidni a megakaryocytarni linii a pro gra-
nulocytarni/monocytarni linii. Primitivni i vyzralejsi kmenové buiiky podléhaji tzv.
asymetrickému déleni, kdy jedna z dcefinych bunék je identickd s materskou kme-
novou burnikou (self renewal - samoobnovovani kmenovych bunék) a druha se dale
diferencuje.

1.2 Vyvoj krevnich bunék

Multipotentni (totipotentni) kmenova bunka jednak v kostni dfeni udrzuje relativné
staly pocet téchto prekurzort (self renewal) a na druhé strané dava vzniknout zralej-
$im kmenovym bunkdm, tzv. committed cells. Kazda krvetvorna rada pak vychazi
z kmenovych bunék pro jednotlivé linie. Eozinofilni a bazofilni fada a navic i vyvoj
tkanovych bazofilt vychazi ze specifickych CFU (CFU-Eo, CFU-Ba a CFU-mast).
Lymfoidni fada pak vychazi ze spole¢né kmenové bunky pro B a T fadu a NK cells
(natural killer). Vyvoj krvetvorby v ¢asnych fazich (nezralé kmenové bunky) zachy-
cuje obrazek 1.1. Hemopoéza je pod kontrolu fady interleukind (IL), CSF (colony-
-stimulating factors) a navic zde hraji roli interakce kmenovych bunék se stroma-
tem hemopoetickych organu - jde o tzv. hemopoetické induktivni mikroprostredi
(HIM). Bunééné elementy HIM tvori monocyty/makrofagy, endotelie, retikuldrni
bunky aj. umisténé v extracelularni matrix. Teprve souhrou vsech téchto faktorii
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je umoznéna normalni hemopoéza. Poruchy na trovni kmenovych bunék a/nebo
HIM mohou vyustit v nejriznéjsi patologické stavy (dfenové utlumy, myelofibrdzy,
myelodysplazie, akutni hemoblastézy apod.). Vyzkum v oblasti kmenovych bunek
(a nejen hemopoetickych) velmi pokrocil a dotyka se jak otazek maligniho bujeni,
tak moznosti nahrady tkani (v nasem pripadé hematopoézy) vhodné manipulovany-
mi kmenovymi prekurzory.

multipotentni
kmenova bunka

T

CFU-GEMM lymfoidni progenitor
E/Meg progenitor CFU-GM prekurzor pro-B prekurzor T/NK
BFU-Meg BFU-E monodendrit. CFU-G prekurzor pre-B
l l prekurzor /\
CFU-Meg CFU-E prekurzor prekurzor
neutrofilni fady Ba/Eo/Mast
dendrit. mono Pre Ba/Eo mastocyt. prekurzor
prekurzor prekurzor l CFU-Mast

common Ba/Eo

—

CFU-Ba CFU-Eo
Obr. 1.1 Casny vyvoj krvetvorby
Na obrizku je zndzornéna casnd hematopoéza. Jednotlivé prekurzorové busiky nejsou
identifikovatelné svételnou mikroskopii. Ze zndzornénych prekurzorii se pak diferencu-
ji zralejsi elementy v podobé proerytroblastii, promegakaryoblastii, myeloblastii a ele-
menti T, B nebo nulovych lymfocytii. Rovneéz jsou zndzornéna casnd stadia diferenciace
mastocytdrni a dendritické linie. Kmenové buriky se déli asymetricky — v jednu identic-
kou kmenovou buriku (self renewal) a v committed cell (buriku s dalsi diferenciaci). Tak
je udrzovina zdsoba (pool) kmenovych bunék i diferenciace hematopoézy.
CFU - colony forming unit, BFU - burst forming unit, GEMM - granulocytdrni, ery-
troidni/megakaryocytdrni, monocytdrni, GM - granulocytdrni a monocytdrni, T/NK
- T a NK lymfocyty, Meg — megakaryocytdrni

Kmenové bunky hematopoézy Ize studovat fadou metod, nejptinosnéjsimi jsou
riizné kultiva¢ni metody in vitro, kdy se vyuziva jednak rizné komponovanych kul-
tivacnich médii, a pak i sledovdni odpovédi na nejriiznéjsi rustové faktory a/nebo
jejich kombinace. Kazdy rustovy faktor se vaze na specifické receptory, exprimované
na povrchu rtiznych hematopoetickych prekurzort, a tim je dana specificnost jeho
pusobeni. Mezi ristové faktory hemopoézy patii interleukiny (IL) - IL-2, 3, 4, 5, 6,
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7,9, 11, 12, 15, déle erytropoetin (EPO), trombopoetin (TPO), GM-CSF (granulo-
cytarni a makrofagové kolonie stimulujici faktor), G-CSF (granulocytarni kolonie
stimulujici faktor) c-kit ligand neboli stem cell factor (SCF) a fada dalsich. Nekteré
z rustovych faktoru se jiz vyrabéji rekombinantni technologii (vnesenim gent ko-
dujicich tyto faktory, do vhodnych bunék v tkanovych kulturach) a jsou uzivany
lé¢ebné (napt. EPO, TPO a jeho analoga, G-CSF).

Kmenové bunky, kultivované ve vhodnych médiich, se mohou dale zkoumat na
ultramikroskopické trovni, pritokovou cytometrii s eventualnim cell-sortingem
(ptistrojovym sbérem zvolenych elementt), transfekci do vhodnych linii pokusnych
zvirat, sledovanim aktivace riznych gent detekci specifickych mRNA (messenger
ribonukleovych kyselin), multi-array analyzou (sledovanim aktivace mnoha gent
najednou) apod. Jisté struktury na povrchu (v bunééné membrané) jednotlivych rad
nam mohou pomoci v detekci diferenciace téchto elementt. Jsou to nejcastéji tzv.
CD znaky (clusters of differentiation). Napriklad CD2 je znakem T lymfocytt, CD19
B lymfocytt, CD14 monocytt, CD15 granulocytti, CD16 NK bunék a glykoforin A
erytroidni fady (CD235a). Pro kmenové bunky je charakteristickym znakem CD34.
Vice jak 99 % drenovych elementt je CD34 negativnich, avsak jen urdita ¢ast CD34
pozitivnich bunék predstavuje nezralé kmenové bunky. O CD znacich blize viz ka-
pitola o flow cytometrii.

Mechanizmy vedouci jednak k nutnému samoobnovovani poolu multipotentnich
bunék a na druhé strané vedouci k diferenciaci v ,,committed cells“ jsou jen ¢astecné
znamy a jejich presnéj$im poznanim by mohlo dojit k pokroku v diagnostice i lécbé
napt. v oblasti hemoblastéz nebo dfenovych utlumi.

V soucasnosti zaznamendvame vyrazny posun v poznatcich o hierarchii krve-
tvorby, napf. se zd4a, Ze kmenové bunky pro makrofagy a dendritické bunky lze dete-
kovat v ¢asnych fazich lymfoidniho (nemyeloidniho) vyvoje.

1.3 Tvorba a vyvoj cervenych krvinek (erytropoéza)

Erytropoéza vychazi ze spole¢né linie (kmenové bunky) s megakaryopoézou a dale
samostatné postupuje od BFU-E (burst forming unit-erythropoesis) pres CFU-E
k jiz morfologicky diferencovatelnym proerytroblastiim. Dal$i maturace pak probi-
ha pres bazofilni, polychromatofilni a oxyfilni erytroblasty k bezjadernym retikulo-
cytim, které jsou vyplavovany z kostni dfené do periferni krve. Jaderné erytroblasty
se v periferni krvi objevuji pouze za patologickych stavii (vystupniovana hemoly-
za, velké ztraty krve, akutni i chronické hemoblastozy, metastazy do kostni dfené
apod.). Celkové jsou erytropoéza a zralé erytrocyty oznaCovany pojmem erytron.
V erytronu je udrzovana dynamickd rovnovaha mezi zdnikem a tvorbou cervenych
krvinek. Hlavnim regula¢nim proteinem erytronu je v ledvinach produkovany ery-
tropoetin (EPO). Za patologickych okolnosti miZe nerovnoviaha v tomto systému
vést k anémii nebo erytrocytoze. Nejcasnéjsi identifikovanou bunkou erytronu je
tzv. BFU-E (burst forming unit-erythroid). Tyto erytroidni prekurzory pti kulti-
vaci in vitro vytvareji velké kolonie (proto burst = vybuch) dobfe hemoglobinizo-
vanych erytroblasttl. Zpocatku je tento rust nezavisly na erytropoetinu, ale je zcela
zavisly na IL-3, pozdéji smési cytokintt EPO, TPO, GM-CSF a stem cell faktoru. De-
taily regulace proliferace a diferenciace BFU-E nejsou presné znamy. Morfologicky
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se jednd o velmi nezralé blasty, mnohdy s pseudopodickymi vybézky, vysokym
nukleo/cytoplazmatickym pomérem a vyraznymi nukleoly. BFU-E se postupné di-
ferencuji v CFU-E (colony forming unit-erythroid). Jsou to ponékud zralejsi blasty,
jejichz proliferace je plné zavislda na EPO, a nesou na svém povrchu cetné receptory
pro EPO. Pti pokusech na zviratech vedla anemizace k expanzi po¢tu CFU-E a na-
opak polytransfuze k vyrazné redukci CFU-E paralelné s koncentraci EPO v krvi.
Proerytroblast je prvni identifikovatelnou bunkou pomoci svételné mikroskopie.
Proerytroblast md asi 14-20 um v priméru, jadro s relativné hrubsim chromatinem
(oproti myeloblastim a lymfoblastim), v cytoplazmné jsou ultramikroskopicky pro-
kazovany znamky pocinajici syntézy hemoglobinu, ¢etné ribozomy a pocinajici
struktury Golgiho komplexu. V bunkach je pritomen feritin jak difuzné, takiv po-
dobé organel, nazyvanych siderozomy. Cytoplazma proerytroblastu je syté bazo-
filni, nékdy vytvari pseudopodie, nékdy s projasnénim u jadra (Golgiho komplex)
a jadro tvori vice nez 80 % plochy bunky. Bazofilni erytroblast je ponékud mensi
nez proerytroblast (cca 12-17 um), vykazuje zmensujici se nukleo/cytoplazmaticky
pomér a hrubsi strukturu jadra vétSinou bez nukleoltl. Cytoplazma ztistava syté ba-
zofilni, i kdyz tato bazofilie muzZe jiz byt méné napadnd. S pokracujici diferenciaci
dochazi k progresivhimu zmens$ovani a pyknotizaci jader erytroblastti a postupné
zméné barvy cytoplazmy od bazofilni (syté modra) pres polychromatofilni (§pinavé
$ediva) az po ruzovou pii barveni podle Maye-Gruenwalda-Giemsy. Zména barvy
cytoplazmy souvisi s naristem hemoglobinu a redukci ribozomalnich komplext
ve zrajicich erytroblastech. Polychromatofilni erytroblasty jsou poslednim vyvo-
jovym stupném erytropoézy schopnym déleni. Jadro je jiz vyrazné kondenzovano
a cytoplazma Spinavé $eda. Velikost této bunky se pohybuje v rozmezi 12-15 pum.
Ortochromni (také oxyfilni) erytroblasty jiz nejsou schopny déleni, jadro je sil-
né pyknotické, malé a jiz v ném neprobihd syntéza deoxyribonukleovych kyselin
(DNA). Oxyfilni (ortochromni) erytroblasty jsou nejmensimi elementy erytropoézy
(8-12 pm), jejich velikost se téméf blizi zralym erytrocytlim. Ortochromni ery-
troblasty vSak nejsou plné hemoglobinizovany, a proto jejich oxyfilie nedosahuje
intenzity, jakou vidime u zralych erytrocytt. Extruzi jadra, coz je aktivni proces za
ucasti aktinovych filament, se oxyfilni erytroblast déle vyviji v retikulocyty. Retiku-
locyty jsou ponékud vétsi nez normalni erytrocyty (normocyty) a maji nepravidelny
tvar, coz je zvlasté dobre detekovatelné ultramikroskopicky. Retikulocyty maji za-
chovanou jistou moznost aktivniho pohybu, coz se povazuje za dtilezité pti prechodu
téchto bunék pres endotelidlni pory dienovych sinusoid do periferni krve. V retiku-
locytech jesté probiha syntéza hemoglobinu a nékteré dalsi metabolické pochody,
které nejsou prokazatelné ve zralych erytrocytech zvanych normocyty. Nékterymi
supravitalnimi barvenimi (napt. brilliant kresylovou modii - blize viz pfislusna ka-
pitola) lze ve svételné mikroskopii zobrazit v retikulocytu pritomnou ribozomalni
RNA jako tzv. ,substantia reticulofilamentosa®. V retikulocytu v$ak postupné do-
chazi k degradaci RNA ribonukledzami a jinymi enzymy, které jsou napriklad blo-
kovany pti otravé olovem. RNA bloky jsou pak viditelné pfi normalnim barveni jako
bazofilni teckovani (mtizeme je vSak vidét i u rady jinych zavaznych poruch krve-
tvorby). Normalni retikulocyty vykazuji asi 0 20 % vétsi objem nez normocyty. Nor-
mocyty jsou bikonkavni bezjaderné bunky, nemajici vlastni proteosyntézu. Méfi asi
7 um v priméru a vykazuji vysoky pomér povrch/objem, coZ je vyhodné pro jejich
hlavni funkci - prenaset do tkani kyslik. Pro normalni erytropoézu jsou nezbytnou
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nutnosti aminokyseliny, Zelezo, vitaminy B,,, B, a kyselina listova a nékteré dalsi
stopové prvky. Pri tézké podvyzivé (hladovéni, mentalni anorexie, kachexie) tak re-
zultuje anémie z kombinovaného deficitu uvedenych latek.

Zelezo je biogenni prvek, ktery se vyskytuje prakticky ve viech zivych organiz-
mech. Najdeme je v jednobuné¢nych organizmech (kvasinky, bakterie), v bunikach
rostlin a v télech bezobratlych i obratlovct az po savce. Je tomu tak proto, ze atom
zeleza je schopen velmi snadno vazat i uvolnovat elektron, a tak ménit své mocenstvi
z dvojmocné feroformy na trojmocnou feriformu a naopak. Zelezo se ze vsech bio-
gennich kovi vyskytuje v organizmu v nejvy$sim mnozstvi, coz obndsi asi 35 mg/kg
u zen a 45 mg/kg u muzt. Nejvétsi podil celkového mnozstvi Zeleza v organizmu je
obsazen v hemoglobinu (60-70 %), asi 10 % je souc¢asti myoglobinu, cytochromt a ji-
nych enzymt, asi 20-30 % tvori zdsobni pool v podobé vazby na feritiny, méné nez
1 % je obsazeno v cirkulujicim poolu v krvi. Vedle své nejznaméjsi funkce transportu
kysliku plni zelezo i fadu dalsich vitalnich funkeci - je nutné pro syntézu nukleovych
kyselin (DNA i RNA), syntézu rady proteint, Gcastni se fizeni bunééné proliferace
a diferenciace a apoptdzy, je nutné pro syntézu myelinu a formovani dendritt neuro-
nu, coz se odrazi v ovliviiovani pochodt uéeni a paméti. Pozornost rady védeckych
tymi je upfena na tlohu Zeleza v procesech starnuti tkani, neurodegenerace, malig-
niho bujent, aterosklerézy a role Zeleza v imunitnim systému. Zelezo je v krevnim
proudu vazano na bilkoviny. Z nejvétsi ¢asti jde o transportni protein transferin.
Molekula transferinu vdze dva atomy trojmocného Zeleza Fe***. Denné dochazi k ob-
ratu asi 25 mg Zeleza v krvi. Za normalnich okolnosti je transferin saturovan pouze
asi ze tretiny své vazebné kapacity. Pti nedostatku Zeleza saturace transferinu kle-
s4, naopak pri pretizeni organizmu Zelezem stoupa. Pfi rozvoji anémii chronickych
onemocnéni dochdzi nejéastéji k poklesu koncentrace sérového zeleza i transferinu
(transferin je negativni reaktant akutni faze), takze saturace transferinu muaze byt
normadlni nebo mirné snizena (zalezi na vzajemném poméru poklesu Zeleza i trans-
ferinu). Molekula transferinu obsahujici zelezo ma vysokou afinitu ke specializo-
vanym receptoriim, lokalizovanym na bunéénych membrandach s nejhustsi expresi
na bunkach hemopoézy. Byly jiz popsany 2 typy transferinovych receptori (TfR)
- TfR a TfR2.

Zasobni zelezo je v bunikdch ulozeno ve formé feritinu. U vétsiny obratlovct je
feritin tvoren dvéma typy podjednotek, ozna¢ovanych jako L (light, liver) a H (heavy,
heart) feritin. Tyto podjednotky se organizuji do schrének, z nichz kazda je slozena
ze Ctyfiadvaceti molekul L nebo H feritinu. Feritinové schranky jsou schopné ka-
zda pojmout nékolik tisic atomt Fe***. Jednotlivé feritiny se od sebe lisi zastoupe-
nim L a H podjednotek a jsou ozna¢ovany jako izoferitiny. H feritin je feroxidaza
a jeho aktivita usnadnuje rychlou inkorporaci atomu Fe do feritinovych komplext
a na druhé strané je toto Zelezo rychleji z feritinu uvolnovano. Izoferitiny, bohaté
na L podjednotky, prijimaji Fe pomaleji a déle jej skladuji. Jednotlivé tkané a or-
gany se li$i zastoupenim exprese a translace mRNA pro L a H podjednotky feriti-
nu. TfR a feritin predstavuji dva hlavni proteiny regulace buné¢né homeostazy
Zeleza. Pri negativni bilanci Zeleza (poruchy vstfebavani, chronické krevni ztraty,
gravidita apod.) se postupné rozviji karence tohoto prvku. Nejprve dochazi k deple-
ci zeleza v zdsobach monocyto-makrofagového systému (MMS), pak klesd saturace
transferinu pod 15 % jeho celkové vazebné kapacity a soucasné stoupa i koncen-
trace transferinu v krvi. Po vycerpani zasob Zeleza v MMS 1i sniZeni jeho obsahu
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v krvi se rozviji hypochromni mikrocytarni anémie, kterou je vsak nutno odlisit
hlavné od anémii chronickych onemocnéni, hemoglobinopatii a myelodysplastic-
kych syndromt, coz nebyva ve vét$iné pripadu prili§ obtizné, ale obc¢as byva dife-
rencialni diagnostika svizelna. Pti nedostatku pyridoxinu dochazi k poruse syntézy
hemu s obrazem mirné hypochromni anémie. Rovnéz vzacny nedostatek meédi ma
také za nasledek vadnou syntézu hemu s hypochromii. Pfi nedostatku vitaminu B,
a/nebo kyseliny listové vidavame obraz makrocytarni aZz megaloblastické anémie,
v diferencidlni diagnostice téchto stavii nutno predev$im odlisit myelodysplastické
syndromy. Makrocytarni anémie u chronickych onemocnéni jater nemiva vétsinou
patrnou vyraznéjsi ovalocytdzu, kterd naopak prichazi u MDS a pernicidézni anémie
(v8e podrobnéji v kapitole zabyvajici se chudokrevnosti).

1.4 Hemoglobin

Krevni barvivo hemoglobin tvofi vice nez 90 % védhy normocytu a aktivace globi-
novych gent je pozorovana jiz na urovni ¢asné BFU-E. Hemoglobin je utvaren dvé-
ma pary globinovych fetézc (tetramer), ¢tyfmi tetrapyrolovymi prstenci v podobé
protoporfyrinu IX a ¢tyfmi centralné ulozenymi atomy dvojmocného Zeleza. Atom
zeleza je vazan ve stfedu kazdého tetrapyrolového kruhu (obr. 1.2). Protoporfyrin
s centralné umisténym atomem Zeleza nazyvdme hem. Globin je tvofen dvéma pary
fetézcli — asi 97 % predstavuje tetrametr a2p2 (HbA ), maximalné 3,2 % ptedstavuje
tetrametr a282 (HbA) a pouze stopy ptipadaji na HbF (B2y2) - fetdlni hemoglobin.
Struktura hemoglobinu se méni béhem embryonalniho, fetalniho a postnatalniho
zivota. Embryonalni a fetalni hemoglobiny vykazuji vyssi aktivitu ke kysliku nez
adultni hemoglobiny (snadnéj$i prebirani kysliku z matetské krve). Geny pro globi-
nové fetézce jsou lokalizovany na chromozomech 16 (tzv. a-like cluster) a 11 (B-like
cluster). Podrobnéjsi popis prekracuje ramec této ucebnice, Ize jen shrnout, ze v do-
spélosti jsou aktivni B, a a § geny a Ze poruchy v aktivaci jednotlivych gent (poruchy
struktury genti, poruchy transkripce a/nebo translace) viddvame u talasemii a méné
¢asto u myeloproliferaci a myelodysplazii. Talasemie se endemicky vyskytuji v ob-
lastech kolem Stfedozemniho mote a v jihovychodni Asii. U bilé rasy jde nejcastéji
o P talasemii s poruchami syntézy P retézci. V erytrocytech klesd koncentrace
HbA, a zvysuje se hladina HbA, a HbF. Podle stupné postizeni hovoiime o tala-
semii minima, minor a maior. Spole¢nym znakem talasemii je pokles koncentrace
hemoglobinu, hypochromie a napadné snizeny stfedni objem cervenych krvinek,
v krevnim nétéru lze nalézt rizny pocet tercovitych erytrocytu (tzv. target cells).
V diferencidlni diagndze je nutno vyloucit pfedevsim anémie z nedostatku Zzele-
za a v endemickych oblastech i jiné hemoglobinopatie (HbS, HbE, HbC, HbD aj.).
Striktné vzato nepatfi talasemie mezi klasické hemoglobinopatie, jelikoz jde vétsinou
o kvantitativni (snizeni syntézy) a ne kvalitativni poruchu (patologické hemoglobi-
ny s odli$nou strukturou). Nej¢astéj$imi hemoglobinopatiemi v uz§im smyslu slova
jsou hemoglobiny S, C, D a E (bliZe v kapitole vénované anémiim).

Syntéza tetrapyrolového kruhu za¢ina aktivaci genu pro § aminolevulonatsyn-
tazu (ALAS). Z § aminolevulonové kyseliny a porfobilinogenu je syntetizovan uro-
porfyrinogen - izomery I a III - jde jiz o tetrapyrolovy kruh. Pfes koproporfyrino-
gen III a protoporfyrinogen III je syntetizovan finalni produkt — protoporfyrin IX.
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Enzym hemsyntetaza pak inkorporuje do protoporfyrinu IX atom dvojmocného Ze-
leza a vznika tak hem. Hem se mimo své hlavni funkce prenasece kysliku v hemo-
globinu vyskytuje napt. i v cytochromech, peroxidazach a myoglobinu. Hem plni
i regula¢ni funkce - stimuluje syntézu globinovych fetézct i jinych proteint. Pri
poklesu lokalni koncentrace hemu dochazi k utlumu syntézy téchto bilkovin. Pri
vrozenych a/nebo ziskanych poruchich funkce enzymu syntetizujicich jednotlivé
porfyriny vznikaji tzv. porfyrie.

: B retéz
@ @ protoporfyrin
zelezo

Obr. 1.2 Schéma molekuly hemoglobinu

Hemoglobin se sklada ze dvou pdrii globinovych fetézcti, Ctyt cyklickych protoporfyri-
nii IX a ¢tyt atomii dvojmocného Zeleza, umisténych v centru kazdého protoporfyrinu.
Vice nez 97,5 % hemoglobinu dospélych predstavuje hemoglobin HbA , skddajici se ze
dvou fetézcul o a ze dvou fetézcii f (a2f32). Za normdlnich okolnosti dosahuje minorit-
ni hemoglobin A, («262) maximdlné 3,3 % celkového cirkulujictho hemoglobinu. Pfi
poruse syntézy B fetézcii (B talasemie) se zvysuje podil HbA , a HbF (a2y2) v cirkulaci.

afetéz

+OIDID

1.5 Tvorba a vyvoj bilych krvinek

Granulopoéza a monocytopoéza vychazeji ze spolecné kmenové bunky CFU-
-GM, ze které se pak diferencuji kmenové bunky pro granulopoézu (CFU-G)
a monodendriticky prekurzor s dalsi diferenciaci v monocyto-makrofagovou linii
(CFU-M) a dendriticky prekurzor (obr. 1.1). Pomoci morfologickych, cytochemic-
kych, ultrastrukturalnich a imunologickych metod mtizeme odlisit myeloblasty od
monoblastt. Myeloblasty se déle diferencuji v promyelocyty, nezralé a zralé myelo-
cyty, metamyelocyty, tycky a segmentované neutrofily. Monoblasty se diferencuji
v promonocyty a zralé monocyty/makrofagy.

Morfologicky lze v kostni dfeni identifikovat prekurzorové bunky bilé rady az
ve stadiu myeloblastii. Jedna se o cca 10-18 um velké nezralé elementy s vysokym
nukleo/cytoplazmatickym pomérem s jemnym jadernym chromatinem s 2-5 pro-
minujicimi nukleoly. Jadro myeloblastu ma zpravidla jemnéj$i strukturu nez jadro
proerytroblastu a cytoplazma je méné bazofilni. Jadro se jevi sitovité nebo vlaknité
usporadané, nékdy ma chromatin podobu jemnych krupicek a je ulozeno central-
né. V cytoplazmé myeloblast mohou byt detekovana necetnd primdrni (azurofil-
ni) granula, ktera vykazuji pozitivni reakci na myeloperoxidazu, nékteri autori vsak
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blasty s necetnymi primarnimi granulami fadi jiz k promyelocytim. V pripadé leu-
kemickych myeloblastii vétSina autorit granula ptipousti (leukemické blasty I-III)
(blize v kapitole o leukemiich).

Dals$im vyvojovym stadiem myelopoézy jsou promyelocyty. Tyto bunky jsou na-
padné svou velikosti (12-20 pm), maji zpravidla excentricky uloZené jadro s hrubsi
strukturou chromatinu nez myeloblasty s vétsinou dobfe patrnymi nukleoly. Jadro
¢asto vykazuje lehké vyhloubeni jaderné membrany, ve kterém je patrné zretelné
projasnéni cytoplazmy. Ultramikroskopicky je v této lokalizaci detekovan tzv. Gol-
giho komplex (slouzi ke tfidéni a ,,baleni v bunice syntetizovanych makromolekul
do granul). Cytoplazma promyelocyti si zachovava bazofilni barveni a jsou v ni
patrna Cetna primarni granula. Tato primarni granula jsou syntetizovdna v pro-
myelocytech a myelocyty je jiz netvori, jsou vSak detekovatelnad ve vSech vyvojo-
vych stadiich granulopoézy, v¢etné nejzralejsich segmentt. Primarni granula jsou
velka asi 500 nm, jejich membrana nese ¢etné antigenni struktury (CD63, CD66c,
CD68) a obsahuji myeloperoxidazu, lysozym, elastazu, defenziny a mnoho dalsich
latek, hrajicich roli v obrané organizmu proti infekci a v remodelaci tkani. Primar-
ni granula se jiz ddle nevyvijeji, jen perzistuji. V promyelocytech nejsou pfitomna
sekundarni granula.

Myelocyty se vyznacuji poklesem nukleo/cytoplazmatického poméru, hrubsi
strukturou chromatinu a zvys$ujicim se po¢tem sekundarni granulace (neutrofilni,
eozinofilni a bazofilni - v zavislosti na diferenciaci). Sekundérni granula jsou mensi
nez primarni, maji pramér cca 200 nm a jsou negativni na myeloperoxidazu. Na po-
vrchu nesou Cetné struktury jako CD15, CD66a, CD66b a mnoho dalsich, obsahuji
kolagendzu, lysozym, histamindzu, heparindzu, vitamin B , vdzajici protein, akti-
vator plazminogenu, laktoferin aj. Sekundarni granula jsou na hranici viditelnosti
svételnym mikroskopem. Cytoplazma neutrofilnich myelocytt pozbyvé bazofilniho
zabarveni ve prospéch eozinofilniho (rizového) odstinu. Ve zralejsich elementech
myeloidni fady se navic popisuji i tercialni granula, rovnéz obsahujici rizné protei-
ny, predevs$im Zelatinazu a lysozym.

Lze detekovat nezralé a zralé myelocyty. V nezralych myelocytech vidime bazo-
filnéjsi zabarveni cytoplazmy, jemnéj$i strukturu jadra a vzacné mohou byt patrné
i nukleoly. Nukleoly jsou dobfe patrné ultramikroskopicky. Myelocyty predstavuji
nejzralej$i myeloidni elementy, které maji jesté schopnost buné¢ného déleni. Velikost
téchto bunék se pohybuje mezi 12-18 pm.

Metamyelocyty jsou ponékud mensi nez myelocyty (10-18 pm), maji mensi
a hutnéjsi jadro, které vétsinou vykazuje ledvinovity tvar. Tyto bunky se za fyziolo-
gickych okolnosti, stejné jako jejich dfive zminéné prekurzory, vyskytuji jen v kostni
dfeni, nikoli v periferni krvi. Za normalnich okolnosti se v periferni krvi vyskytuji
pouze tycCe a segmenty. Rozdil mezi ty¢emi a segmenty se kupodivu v literature uva-
di rtizné jako pomér tloustky mezi nejten¢im a nejsir$im mistem jadra - rtizni autori
hovoti o jedné tfetiné nebo poloving, jini dokonce za segmenty povazuji az elementy
s vldkénkovitym (jako nit tenkym) spojenim mezi ¢astmi jadra.

Zralé tyce a segmenty jsou uvolnovany do periferni krve. Pfesny mechanizmus
regulace tohoto procesu neni znam. Polocas zralych elementt v periferni krvi obnasi
asi 6 hodin. Zralé neutrofily jsou atrahovany do mist infekce a/nebo poskozeni tkani,
kde dochdzi k interakci s endoteliemi s naslednym vycestovanim do tkani na bazi
chemotaxe.
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Osud zralych neutrofilnich leukocytt u zdravych lidi bez infekce nebo poranéni
neni zcela jasny, zda se, ze ¢ast je eliminovana prestupem sliznice gastrointestinal-
niho traktu.

Eozinofilni Fada, bazofilni fada a mastocyty vychazeji ze spole¢ného prekur-
zoru, pozitivnitho na CD34 znak a dosud nenesouciho specifické receptory pro IgE
(Fc epsilon R). Tento prekurzor se pak diferencuje v jiz odlisené kmenové bunky
pro mastocyty (CFU-Mast) a pro Eo/Bazo fadu. Kmenova bunka pro mastocytarni
fadu ma na buné¢né membrané na rozdil od spole¢né kmenové bunky pro eozino-
filni/bazofilni fadu receptor pro SCF (stem cell factor) — c-kit. Spole¢na kmenova
burnka pro eozinofilni/bazofilni fady vyzrava pres stadia pre-Ba/Eo, common Ba/Eo
v jiz oddélené prekurzory CFU-Eo a CFU-Bazo.

Eozinofilni fada pak jiz vychdzi ze specifické kmenové bunky CFU-Eo, dale se
diferencujici ve zralejsi blasty a ddle v eozinofilni promyelocyty, metamyelocyty, tyce
a segmenty. K této diferenciaci je zapottebi IL-3, IL-5 a GM-CSEF. Sekundarni eozi-
nofilni granula vykazuji specifickou strukturu v elektronové mikroskopii a obsahuji
fadu prozanétlivych cytokind, bazicky protein, kationicky protein, neurotoxin a eo-
zinofilni myeloperoxidazu.

Bazofilni granulocyty se diferencuji z kmenové bunky CFU-bazo v bazofilni mye-
loblasty, promyelocyty, metamyelocyty a zralé segmenty. Bazofily se li${ od mastocytt
v Fadé parametri. Ve svételné mikroskopii je nejnapadnéj$im rozdilem vzhled jadra
a pocet a velikost bazofilnich granul. Jadro bazofilu je na rozdil od mastocytu lalo¢-
naté, granula mastocytu jsou vétSinou vétsi, ale vzdy velmi pocetna, zakryvajici jadro.
V elektronové mikroskopii jsou tyto rozdily jasné patrné. Bazofily a mastocyty se lisi
i obsahem specifickych granul a expresi znakd na bunééné membrané. Obé fady ob-
sahuji histamin, chondroitin sulfat a desticky aktivujici faktor (PAF), mastocyty navic
i heparin a daleko vice medidtort zanétu. V fizeni proliferace a diferenciace mastocy-
tt hraje hlavni roli SCF (stem cell factor nebo c-kit ligand), zatimco v bazofilni radé
IL-3, IL-5, GM-CSF a TGFf (transforming growth factor p).

Monocyto-makrofagova rada se diferencuje ze spole¢ného prekurzoru s gra-
nulopoézou (CFU-GM). CFU-GM vyzrava v CFU-G a monodendriticky prekurzor.
CFU-G dava vzniknout granulopoéze a monodendriticky prekurzor se dédle dife-
rencuje ve dvé vétve: nezralé elementy dendritické fady a monoblasty. Monoblasty
1ze ve svételné i elektronové mikroskopii jen velmi obtizné odlisit od myeloblastu.
Monoblasty mohou byt rtizné vyrazné pozitivni na nespecifickou esterazu se zte-
telnym blokem reakce natrium fluoridem (NaF), myeloperoxiddzova reakce v nich
byva zpravidla negativni nebo jen lehce pozitivni. Témér specificka pro myeloidni
radu je reakce na chloroacetatesterazu, naproti tomu pro monocytarni fadu je témér
specificka reakce na butyratesterazu s naslednym blokem NaF.

Zralejsi promonocyty jiz vice pfipominaji monocytdrni elementy, maji vétsinou
ledvinovité jadro s retikularnim chromatinem, kde jesté miizeme nachdzet riizné zte-
telné nukleoly. Cytoplazma je bazofilni, ale jiz miize pomalu nabyvat typické kourovité
zabarveni. Zralé monocyty maji nepravidelné (vétsinou ledvinovité) jadro bez nukleo-
11 a cytoplazma je kourové $edd s jemnou (poprasek) azurofilni granulaci. Monocyty
vycestovavaji do tkani, kde je oznacujeme jako makrofagy. Makrofagy jsou ptitomny
prakticky ve vSech tkanich a orgdnech, v nékterych mohou plnit specifické funkce
(napf. osteoklasty v kostni tkani, mikroglie v mozku, Kupfferovy bunky v jatrech, Lan-
gerhansovy bunky v kiizi). Zakladnimi funkcemi monocyto-makrofagového systému
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jsou fagocytoza mikroorganizm, eliminace a prezentace antigentl, vyrazna Gcast na
remodelaci tkani, destrukce starych nebo poskozenych erytrocytii s nemalym podi-
lem na ovlivnéni metabolizmu zeleza. S butkkami monocyto-makrofagového systému
funkéné i vyvojové spriznéné dendritické bunky detekujeme v primdrnich i sekundar-
nich lymfatickych organech (viz nize) a sliznicich, kde je nachazime jako epitelialni,
folikularni nebo interdigitujici elementy. Dendritické bunky nesou na svém povrchu
pocetné antigeny hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC - main histocom-
patibility complex) a prezentuji v tomto kontextu cilové antigeny T lymfocytim.
T lymfocyty mohou byt ndsledkem této interakce aktivovany. Pti téchto pochodech
je rovnéz uvolnovana jak lymfocyty, tak i dendritickymi bunikami fada mediatort.
Prezentace antigent se ic¢astni i buitkky monocyto-makrofagového systému.

Lymfocytarni fada prodé¢lava vzhledem ke svym zasadnim regula¢nim funk-
cim v imunitnich pochodech dosti slozity vyvoj. Po diferenciaci ze spole¢né multi
(toti)-potentni buniky pro nelymfoidni i lymfoidni fadu se lymfoidni kmenové bun-
ky dale diferencuji do T fady nebo B fady.

Lymfoblasty jsou zpravidla ponékud mensi nez myeloblasty s uzkym lemem cy-
toplazmy kolem kulatého jadra s hutnéjsim chromatinem a zpravidla obsahuji jen
1-2 nukleoly. Lymfoblasty jsou peroxiddza negativni. V jadrech nezralych prekurzo-
rt lymfatické fady Ize detekovat enzym terminalni deoxynukleotidyl transferazu
(TdT), ktery je pozitivni u cca 90 % akutnich lymfoblastickych leukemii a jen vzacné
u akutnich myeloidnich leukemii. Prolymfocyty jsou mensi nez lymfoblasty s hut-
néj$im jadrem a vétSinou dobfe patrnym centralnim nukleolem. Zralé lymfocyty
se vyznacuji velkou morfologickou i funkéni variabilitou a plasticitou. Pro vyvoj
lymfocytt jsou zasadnimi primarni a sekundarni lymfatické organy. Primarnimi
lymfatickymi organy jsou kostni dfenl a thymus. Lymfocyty se zde diferencuji v B
a T lymfocyty. Diferenciace T lymfocytd probihd v tymu. Tymus se sklada z laltic-
ka (lobultr), kde diferencujici se lymfocyty prichdzeji do kontaktu s epiteloidnimi
a interdigitujicimi dendritickymi bunkami a makrofagy, které jak pfimym kontak-
tem, tak produkci fady cytokint indukuji vyzravani ve zralé T helper (CD4+) nebo
T supressor (CD8+) lymfocyty. T i B lymfocyty, které opoustéji primarni lymfatické
organy a dosud se nesetkaly s cilovymi antigeny, oznacujeme jako naivni. Po se-
tkani s cilovymi antigeny (muze jit o infek¢ni agens, tumory nebo i télu vlastni ne-
patologické antigeny v pripad¢ autoimunitnich onemocnéni) se lymfocyty stavaji
»pamétovymi bunkami“ - memory cells nebo efektorovymi lymfocyty v podobé
plazmatickych bunék (B lymfocyty) nebo cytotoxickych T lymfocytt. Memory cells
pii opétovném setkani s antigeny vytvareji klony, které rychle reaguji tvorbou proti-
latek (B lymfocyty) nebo buitkami zprostfedkovanou imunitni reakei (T lymfocyty).
Tvorbou a uvolnovanim fady stimula¢nich i inhibi¢nich cytokint je pak ovlivnéna
i reakce ostatnich slozek imunitni odpovédi (granulocyt, monocytti/makrofagu,
zirnych bunék, retikuldrnich bunék). Lymfocyty tak predstavuji centralni bunky
v procesech i regulaci imunitni odpovédi a hovorime zde o specifické celularni i hu-
moralni imunité, na rozdil od nespecifické imunity, predstavované komplementem
a ostatnimi nelymfoidnimi bunkami.

Sekundarnimi lymfatickymi organy jsou lymfatické uzliny a slezina. Lymfatické
uzliny maji aferentni a eferentni lymfatické cévy, pres které protékd lymfa s lymfocyty.
Uzliny obsahuji lymfatické folikuly, tvorené prevazné B lymfocyty. V centru folikult
proliferuji morfologicky ,nezralé“ centroblasty, diferencujici se ve zralé centrocyty.
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Centroblasty jsou rtizné veliké, maji zpravidla , nastépené® jadro. Velikost, nukleo/cy-
toplazmaticky pomér a bazofilie cytoplazmy zavisi na antigenni stimulaci v regional-
ni lymfatické uzliné. Ve folikulech je pritomna i jista populace T lymfocytu, které se
ucastni modulace imunitni odpovédi i pochodi celularni imunity. T lymfocyty jsou
pritomny hlavné v pldstové (mantle) zoné lymfatickych folikuld. Vyrazné proliferujici
morfologicky ,nezralé“ lymfocyty jsou nékdy oznac¢ovany jako imunoblasty (B i T).
Tyto bunky jsou zvlasté pti virovych infekcich (nejmarkantnéji pri infekéni mononuk-
ledze) vyplavovany do periferni krve, kde jsou detekovany jako morfologicky velmi
heterogenni populace, souhrné nékterymi autory oznac¢ovana jako ,virocyty® (také
nepresné jako lymfomonocyty, presnéji aktivované lymfocyty).

V regionalnich lymfatickych uzlinach a v lymfatickych folikulech ve silznicich
makrofagy a dendritické bunky prezentuji cilové antigeny naivnim i pamétovym
lymfocyttim, které pak recirkuluji a znovu se mohou usazovat v mistech antigenni
stimulace (homing). Lymfatické folikuly ve sliznicich gastrointestindlniho traktu
nazyvame Peyerovy plaky. Postaveni sleziny v fizeni diferenciace lymfatické rady
a v rizeni specifické imunitni odpovédi neni zcela jasné, predstavuje vzhledem ke své
velikosti a struktufe zna¢ny rezervoar T i B lymfocytt. U splenektomovanych (zvlas-
té pro uraz a ne pro hematologickd onemocnéni) vsak nejsou vyse uvedené procesy
proliferace a diferenciace lymfocytl vyraznéji naruseny.

Proliferaci a diferenciaci B lymfocytii 1ze rozdélit na antigenu nezavislé a zavislé
obdobi. Prvé obdobi probiha v kostni dfeni, kdy ze z kmenovych bunék postupné
diferencuje nezraly pro-B element, CD34+ a CD19+. Dalsi fazi je pre-B burka, kterd
se dale diferencuje ve zraly naivni B lymfocyt. Nevelkd populace téchto lymfocytu
nese spolecné znaky pro T (CD5) a B fadu (CD19). U typické chronické lymfatic-
ké leukemie je vétSina leukemickych lymfocytti CD5+CD19+. Naivni lymfocyty po
setkani s cilovymi antigeny bud podléhaji apoptoze (negativni selekce, eliminuji se
tak zvlasté autoreaktivni klony), nebo se diferencuji v plazmocyty, tvorici protilatky
proti cilovému antigenu. Dal$i moznosti je diferenciace v pamétové bunky, které re-
cirkuluji. Pfi dal$im setkdani s pfislu$nymi antigeny jsou rychleji produkovany klony
plazmocytt produkujici protilatky. V této radé lze rozlisit plazmablast, proplazmo-
cyt a zraly plazmocyt.

Velmi zajimavou a dilezitou kapitolou je postupna aktivace gentd pro imunoglo-
buliny v B prekurzorech. Siroky repertoar specifickych imunoglobulint je syntetizo-
van jednotlivymi klony B lymfocytt. Kazdy klon je zodpovédny za tvorbu protilatky,
zaméfené pouze proti uréitému antigenu nebo antigenni determinanté. Protilatky
jsou tvoreny dvéma pary tézkych a dvéma pary lehkych retézct, podle struktury téz-
kého fetézce pak rozeznavame 5 tiid imunoglobulina: IgM, IgG, IgD, IgE a IgA.
Specifita a jedine¢nost kazdé protilatky je zajisténa specifickou strukturou (hyper)
variabilni ¢asti molekuly, ktera pak rozeznava antigen na principu jedine¢nosti kli-
¢e a zamku. Variabilni ¢asti molekul imunoglobulini jsou kédovany variabilnimi
useky gent, které vykazuji (hyper)mutace. V ¢asném stadiu vyvoje B lymfocytu lze
molekularné biologickymi metodami detekovat nejprve aktivaci - prestavbu (gene
rearrangement) genu pro tézké rétézce |, nasledovanou prestavbou gent pro lehké
retézce k a . Posléze dochdzi i k aktivaci genti pro tézké retézce 9, a, € a y. Prvnimi
molekulami v cytoplazmé B bunék jsou tak imunoglobuliny IgM, které jsou pak
exprimovany na cytoplazmatické membrané jako receptory pro antigeny. IgM jsou
na povrchu B bunék postupné vystfidany molekulami IgD. V jednotlivych klonech
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B lymfocytu jsou v zavislosti na aktivaci prislusného genu pro tézké retézce synte-
tizovany imunoglobuliny IgG, IgM, IgA, IgE a IgD. V usecich geni, které koduji
hypervariabilni oblasti protilatek (aseky, rozeznavajici antigeny), dochazi k ,,hyper-
mutacim® Vznika tak $iroky rejstfik bunéénych receptort a protilatek. Klony téchto
B bunék (jiz zminéné centroblasty) se diferencuji v centrocyty, které podléhaji apo-
ptoze (negativni selekce autoreaktivnich klonii), nebo se diferencuji v plazmocyty
nebo pamétové bunky. Jak jiz bylo feceno, tyto procesy jsou ovliviiovany antigen
prezentujicimi dendritickymi bunkami a T lymfocyty.

Vyvoj zralych T lymfocyti probihd (viz vyse) v tymu. Podobné jako u imu-
noglobulini je struktura bunéénych receptorta T lymfocyta (TCR - T-cell recep-
tor) polymorfni a jedine¢na pro kazdy vyvijejici se T klon. Rozezndvame dva typy
TCR: TCR z fetézct a a p a TCR z fetézci y a 6. Nezralé tymocyty exprimuji na
svém povrchu CD34, postupné pak CD2, CD5, CD7 a v cytoplazmé CD3. Z hle-
diska funkce tymocytt jsou dulezité antigeny CD4 a CD8. Nejméné zralé bunky
jsou CD4- CD8-, pak nasleduji lymfocyty CD4+ CD8+ (double positive) a kone¢né
CD4+ nebo CD8+.

Prestavba s naslednou aktivaci genti pro TCR (gene rearrangement) zacind
v genu pro B fetézec TCR. Nésledné se diferencuji jiz zminéné CD4+ CD8+ bunky.
Dal$im krokem je rearrangement v genu pro a fetézec s kompletizaci TCR o/p. Men-
$ina tymocytu aktivuje geny y a 6 a kompletuje tak TCR y/d. Tyto lymfocyty jsou
morfologicky patrné jako velké granularni lymfocyty a tvori tak ¢ast populace LGL
(large granular lymphocytes). Naivni zralé T lymfocyty pak ve spolupraci s dendri-
tickymi bunkami podléhaji negativni a pozitivni selekci, kdy autoreaktivni a nereak-
tivni lymfocyty jsou eliminovany indukci apoptézy (programovana bunécna smrt)
a na cizi antigeny primérené¢ reagujici klony jsou uvoliovany z tymu do cirkulace.
Zralé T lymfocyty jsou cca 5-8 pm velké bunky s malym lemem cytoplazmy kolem
hutné vyhlizejiciho jadra s malym poctem organel v svétle modré cytoplazmé.

CD4+ a TCR a/p nesouci T lymfocyty jsou induktory a regulatory specifické imu-
nitni odpovédi (T helper cells). Diferencuji se v Thl a Th2 bunky, lisici se spektrem
produkce cytokint. Thl lymfocyty indukuji reakce cytotoxickych T a NK lymfocytii
a zvy$uji potenci monocyto-makrofagového systému, zatimco Th2 bunky aktivuji
protilatky produkujici B lymfocyty.

CD8+ a TCR a/p bunky predstavuji primarné cytotoxické T lymfocyty. Tyto
bunky po stimulaci antigenem (prezentace dendritickymi bunikami - prvni signal)
exprimuji receptor pro IL-2. Jako druhy signal k proliferaci cytotoxického T klonu
slouzi navazani IL-2 na tento receptor. IL-2 je sekretovan aktivovanymi Thl lym-
focyty. Aktivované cytotoxické CD8+ lymfocyty potom indukuji apoptdzu cilové
antigeny nesoucich bunék poskozenim membrany i jadra téchto element.

Nulové lymfocyty (null-cells) se vyvijeji nejspise ze spole¢nych kmenovych bu-
nék s klasickymi T lymfocyty (T/NK prekurzory), nenesou vsak na svém povrchu
vétsinu znakl pro B a T fadu. Jde o funkéné i fenotypicky heterologni populaci lym-
focyti, které ve svételném mikroskopu oznacujeme jako velké granularni lymfocyty
(LGL - large granular lymphocytes). Jedna se o velké bunky (10-12 um) s vysokym
podilem bledé¢ modré cytoplazmy s azurofilnimi granulami, které jsou peroxidaza
negativni. LGL mohou byt zastoupeny v periferni krvi asi v 10-15 % z lymfocytarni
tady. Cast LGL je pozitivni na CD56 a negativni pro CD8 a TCR. Tyto elementy jsou
skute¢nymi pFirozenymi zabijeci (NK cells, nature killer), které mohou byt cytoto-
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xické bez predchozi aktivace antigenem. Populace CD56-CD57+CD8+TCR a/B+ se
oznacuje jako NK-like cells. Nulové bunky jsou angazovany v regulaci hematopoézy,
obrané proti infekcim a imunitnim dozoru proti nddorm. C4st populace LGL tvoi{
TCR y/8 pozitivni lymfocyty (viz vyse).

Pomoci molekularné genetickych metod, detekujicich prestavbu gent pro imu-
noglobuliny v B lymfocytech (a analogicky gent pro T bunééné receptory v T lymfo-
cytech) lze Iépe diagnostikovat ¢asné prekurzory jednotlivych fad u akutnich lym-
foblastickych leukemii.

1.6 Tvorba a vyvoj trombocytii

Megakaryocytarni linie se vyviji z kmenové bunnky BFU-Meg (BFU-MK) v CFU-
-Meg, ktera se pak diferencuje v promegakaryoblasty, megakaryoblasty, promega-
karyocyty a nezralé a zralé megakaryocyty. Trombocyty vznikaji od$tépovanim
cytoplazmy zralych megakaryocytt, které se jiz dale nedéli, pouze dochazi k mno-
honasobnému zmnozeni genomu (2N-4N-8N...) v jadfe, tzv. endomitéza. V oblasti
cytoplazmy zralych megakaryocytu lze detekovat vznik demarka¢nich membran
lemujicich useky, které se nékdy oznacuji jako prototrombocyty. Prototrombocyty
jsou fragmentaci uvolnovany do kapildrniho systému v kostni dfeni. Terminologie
jednotlivych vyvojovych stadii vyvoje megakaryocytarni linie neni zcela ujednocena
- klasickou morfologii neidentifikovatelné stadium tohoto vyvoje je nej¢astéji ozna-
¢ovano jako promegakaryoblast. V téchto blastech v$ak jiz mize byt ultrastruktu-
ralné pozitivni reakce na pro trombocyty specificky GP IIb (glykoprotein IIb), dale
pak von Willebranduv faktor a peroxidazu. Promegakaryoblasty tvori cca 5-20 %
celého megakaryocytarniho poolu. Morfologicky jde o malé ,,lymfoidné® vyhlizejici
blasty s vysokym nukleo/cytoplazmatickym pomérem, vyrazné bazofilni cytoplaz-
mou bez granul, flowcytometricky je jiz ve vét$iné promegakaryoblastii prokazovana
endomitdza (duplikace genomu bez déleni jadra).

Dalsim diferencia¢nim stadiem je megakaryoblast, nékdy je oznacovan za ne-
zraly megakaryocyt I, ktery predstavuje asi 20 % megakaryocytarni populace. Ve
svételné mikroskopii se jednd o asi 6-20 um velkou bunku s intenzivné bazofilni
cytoplazmou, jadro je velké, kulaté nebo lobulizované, nukleo/cytoplazmaticky po-
mér je vysoky, jadro obsahuje nékolik prominujicich nukleolu. Elektronova mikro-
skopie odkryje nékolik pro megakaryocyty typickych a granul a ojedinélé struktury
vznikajiciho demarka¢niho membranového systému. Cytoplazma megakaryoblastt
muze nékdy vytvaret vybézky a obcas vidime adherenci zralych trombocytt na tyto
prekurzory, coz miize pomoci v morfologické diagnostice. Tyto nalezy vSak bohuzel
nejsou jednoznac¢né spolehlivé.

Megakaryoblasty se dale diferencuji v promegakaryocyty, misty ozna¢ované
jako zrajici megakaryocyt II. Jde o bunky velikosti 15-20 pum se sniZujicim se nuk-
leo/cytoplazmatickym pomérem a vyhasinajici bazofilii cytoplazmy, kterd ma jiz
nartizovélé tony. Jadro je jiz vyrazné lobulizované s nasobkem genomu mezi 8N
a 64N, hrubsi struktury a vétsinou bez vyraznych nukleolti. Ultramikroskopicky jiz
nachdazime cetnéjsi a granula a struktury demarka¢niho membranového systému.
Promegakaryocyty (megakaryocyty II) jsou v megakaryocytarni populaci zastou-
peny v asi 25 %.
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Zrajici a vyzrdlé megakaryocyty (megakaryocyty III) se vyznacuji postupnou
vyraznou ztratou bazofilie cytoplazmy, napadnou polarizaci jadra na okraj cytoplaz-
my, vyraznou lobulizaci (ne segmentaci) hutného chromatinu bez nukleold. U zce-
la zralych megakaryocytt je zfejmé zfetelné ,,polickovani“ cytoplazmy s naslednou
fragmentaci v podobé uvolnovani desticek. V cytoplazmé zralych megakaryocytt
1ze detekovat redukci endoplazmatického retikula a Golgiho komplexi, naopak do-
chazi k vyraznému vyvoji demarka¢niho membranového systému, expresi desticko-
vych glykoproteinti GP IIb/IIIa, komplexu GP I/V/I a zmnozeni a granul, hutnych
télisek (dense bodies) apod. Zralé megakaryocyty jsou rovnéz nejvétsi z celé této
vyvojové fady (cca 40-60 um v praméru), nejfrekventnéjsi (cca 60 % megakaryocy-
megakaryocytu trvd asi 5-10 dni.

Trombocytopoéza neni dosud do vSech detaild prozkoumana. Nejéastéji se
uvadi teorie o extenzi vybézkl cytoplazmatickych membran (tzv. pseudopodii)
megakaryocytt do kapildrniho systému sinusoid v kostni dfeni s naslednym uvol-
novanim preformovanych utrzka cytoplazmy megakaryocyttt v podobé trombo-
cytt do cirkulace. Odhaduje se, ze jeden megakaryocyt je schopen vyprodukovat
1000-5000 desticek. Kontakt mezi megakaryocyty a sinusoidami ve dfeni je velmi
dulezity jak z hlediska modulace megakaryo/trombocytopoézy pfimym intercelu-
larnim kontaktem (cell to cell), tak i pro produkci rady interleukint a cytokini, které
ovliviiuji vyzravani megakaryocytt i produkci desticek (hematologické induktivni
mikroprosttedi - HIM), v¢etné interakce vSech zucastnénych slozek s tzv. extrace-
lularni matrix.

Pocet desticek v periferni krvi je citlivé regulovan a ukazuje se, Ze hlavnim pro-
teinem ridicim procesy megakaryo/trombocytopoézy je trombopoetin (TPO). TPO
vykazuje asi 20% homologii s erytropoetinem (EPO) a usuzuje se, ze geny pro oba
proteiny se vyvinuly ze spole¢ného zakladniho genu. Do této mozaiky dobre zapada
i existence spole¢ného prekurzoru pro erytropoézu a trombocytopoézu. V pokusech
na zvitatech bylo zji$téno, Ze markantni umélé snizeni poctu trombocytli vede ke
stimulaci megakaryopoézy a trombocytopoézy nasledkem zvysené hladiny TPO
v krvi. Naopak po mnohocetnych trombocytarnich transfuzich koncentrace TPO
klesa a dochazi i k redukci megakaryo/trombocytopoézy. TPO se vaze na specifické
receptory (oznacované jako c-MPL), které jsou umistény na kmenovych bunkach,
megakaryocytech a trombocytech. Vazba TPO na c-MPL na trombocytech pravdé-
podobné ¢aste¢né zabranuje interakci TPO s ¢-MPL na kmenovych burnkéch a zra-
lejsich prekurzorech megakaryopoézy. Céstecné je tak vysvétlen inverzni vztah mezi
poctem krevnich desti¢ek a koncentraci TPO v krvi. Lze shrnout, ze TPO po vazbé
na c-MPL zvysuje pocet i diferenciaci bunék megakaryocytarni linie véetné zvysené
tvorby desticek a Ze koncentrace TPO je v inverzni relaci s po¢tem trombocytd, pres-
néji s celkovou trombocytarni masou v periferni krvi.

Na vyvoji megakaryocytarni fady se v ur¢itych stadiich diferenciace megakaryo-
poézy podileji i nékteré dalsi regulacni proteiny (IL-3, IL-6, IL-11 a G-CSF), avsak
fidici funkci TPO nenahrazuji, jenom ji dopliuji. Z celkové trombocytdrni masy
je asi tfetina lokalizovéna ve sleziné, u splenektomovanych nemocnych se mize
objevit trombocytoza. Regula¢ni funkce sleziny neni zcela jasna, nebyla prokaza-
na produkce stimula¢nich a/nebo inhibi¢nich faktort ve sleziné. Zda se, Ze slezina
je hlavnim mistem zaniku ,starych desti¢ek, desti¢ek poskozenych nebo desticek
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s navazanyni autoprotilatkami (ITP - idiopatickd nebo imunitni trombocytopenic-
kd purpura). U pacientl se splenomegalii ¢asto vidavame trombocytopenii riizného
stupné. Dal$imi misty destrukce starsich trombocytti jsou jatra a kostni dfen, slezina
zde v8ak hraje hlavni roli. Denn¢ se vyprodukuje a u zdravého ¢loveka zanikne asi
1,2-1,5 x 10" trombocytd.

Vztah mezi bilanci Zeleza a trombocytopoézou je diskutovan v dusledku pozo-
rovani trombocytéz u nékterych pacientd se sideropenii. Zelezo ma jako kofaktor
fady enzymi vliv na syntézu nukleovych kyselin, bilkovin, dale na regulaci procesti
proliferace, diferenciace a apoptdzy riznych bunéénych linii. U tézkého deficitu Ze-
leza byly zaznamenany i trombocytopenie. MiZeme fici, ze vliv Zeleza na produkci
trombocytl nenf jasny — pacienti mohou mit normalni, zvy$eny nebo snizeny pocet
desti¢ek v periferni krvi a dosud nebyla realizovana zadna klinicka studie v tom-
to sméru, jde jen o publikované kazuistiky. S ohledem na vyznamnou podobnost
molekuly TPO a EPO je v8ak pravdépodobné, Ze vede-li sideropenie k anémii a tim
i zvyseni EPO, mohou vysoké hladiny EPO stimulovat krom¢ erytropoézy i trom-
bocytopoézu a vést tak k reaktivni trombocytdze. Po upravé hladiny Hb se zpravidla
normalizuji i poc¢ty trombocytu.

Na zavér kapitoly o krvetvorbé 1ze uvést, ze hematopoéza ma u zdravého ¢lovéka
velkou rezervu - podle potfeby muze mnohonasobné (az 10x) zvysit produkci jed-
notlivych krevnich elementd. Za patologickych stavii (itlumy kostni drené, inefek-
tivni hematopoéza, metastazy do dfené) je tato rezerva snizena az vycerpana.

1.7 Hodnoceni

Stav hematopoézy v praxi nej¢astéji hodnotime korelaci nélezt v periferni krvi s na-
lezy v kostni dfeni. Izolované nebo rtizné kombinované cytopenie mohou vykazovat
utlum (hypoplazie az aplazie) krvetvorby v kostni dfeni, inefektivni hematopoézu
(apoptézu zralejsich elementt ve dreni), myelofibréozu, akutni hemoblastdzy, me-
tastazy malignich tumort apod. U obrazt zvysené proliferace nutno rozli$it primar-
ni a sekundarni procesy (napt. reaktivni leukocytézu od chronické granulocytarni
leukemie). Kromé klasickych metod hodnoceni hematopoézy mame k dispozici fadu
modernich postupt, napf. ultramikroskopii, pritokovou cytometrii, cytogenetiku
a molekuldrni biologii, kultiva¢ni metody aj.

1.8 Klinicky vyznam

Nerovnovaha v produkci a zaniku jednotlivych krevnich elementi mtize mit za na-
sledek prolifera¢ni a/nebo cytopenické poruchy s rtiznymi klinickymi obrazy (ina-
va a du$nost u anemickych stavii, krvacivé projevy u trombocytopenii, zvy$ena na-
klonnost k infekcim u granulocytopenii nebo u poruch lymfatické slozky apod.). Je
zfejmé, Ze presnd diagnostika poruch krvetvorby je jednim ze zakladnich faktort
podporujicich nalezité lé¢ebné postupy u konkrétniho pacienta. Vyzkum v oblas-
ti kmenovych bunék otvird nové moznosti lé¢by nejen v klinické hematologii, ale
i napt. v kardiologii, neurologii aj.
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Fyziologie krevniho srazeni

2 Fyziologie krevniho srazeni

Hemostaza je nezbytna pro Zivot. Jedna se o velmi komplikovany, pfesné regulovany
proces, ktery dokaze zastavit krvaceni pouze v mist¢ poranéni, pfi neporuseném
cévnim recisti naopak udrzuje tekutost krve. Na hemostize se podili predevsim
cévy, krevni desticky a plazmatické faktory (koagulacni, prirozené inhibitory a fak-
tory fibrinolyzy). Ve skute¢nosti vsak v téchto systémech hraji roli vSechny latky
pritomné v krvi a na vnitfni strané cévy, tj. i cervené krvinky, leukocyty, lipidy, dalsi
bilkoviny, mineraly atd.

2.1 Cévy, cévni systém

Anglicky lékar William Harvey zvefejnil v roce 1628 sviij objev uzavieného krev-
niho obéhu u lidi i zvirat. Krev, pumpovanad z levé komory srde¢ni do aorty, se pres
mensi arterie a arterioly dostava az na kapilarni troven, kde je predavan kyslik do
tkani. Z kapilar pak krev protéka venulami a vét$imi cévami, stékajicimi se do horni
a dolni duté zily a do pravého srdce, odkud je plicni tepnou privadéna do plic. V plic-
nich kapilarach je krev okyslicovana a pres plicni Zily je transportovana do levého
srdce, kde se cyklus uzavira. Cévni systém ma vedle své funkce cirkula¢ni i nesmir-
ny vyznam pro hemostazu. Vaskulopatie mohou zapri¢inovat krvacivé stavy, castéji
vSak vidime vyrazny podil vaskularni slozky v oblasti jak vendznich, tak hlavné ar-
terialnich hyperkoagula¢nich stavt (infarkty myokardu, ischemické cévni mozkové
ptihody, koncetinové ischemie).

2.1.1 Cévni sténa

Cévy, kromé kapilar, maji tfivrstvou strukturu v podobé intimy, medie a adventi-
cie. Intimu tvorfi jednovrstva vystelka endotelialnimi bunkami, které jsou spojené
polysacharidovou intracelularni matrix a obklopené bazalni membranou, ktera je
syntetizovana fibroblasty i samotnymi endoteliemi. Pod bazalni membranou nacha-
zime extraceluldrni matrix (ECM). Hlavnimi buntkkami ECM jsou fibroblasty a hlad-
ké svalové bunky.

Integrita cévniho systému je diilezitym faktorem hemostazy. Pti poranéni docha-
zi k reflexnimu spazmu arteriol, venul a mensich cév s relativni ischemii postizené
oblasti s vytvorenim podminek pro vznik primarni hemostatické zatky, tvorené pre-
vazné aktivovanymi trombocyty.

Subendotel se fyziologicky do kontaktu s krvi dostavd pouze pti poranéni, je vel-
mi trombogenni a aktivuje okamzité v§echny systémy hemostazy. Nejvyznamnéjsi-
mi hemostatickymi slozkami subendotelu jsou kolageny a tkanovy faktor (TF). Na
negativné nabitych povrsich kolagenti dochazi k aktivaci vnitfni koagula¢ni kaskady
a dale k adhezi desti¢ek vytvorenim vazby mezi kolagenem, von Willebrandovym
faktorem (VWF) a receptory desticek, reprezentovanymi aktivovanymi glykopro-
teinovymi komplexy GP Ib/V/IX a GP IIb/IIIa, pfes GP VI muze jit navic o pfimou
vazbu desticek na kolagenové struktury.
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2.1.2 Endotel

Velmi dulezitou a metabolicky nesmirné aktivni slozku tvofi systém endotelii. Jde
o obrovsky povrch (700-1000 m?), kde se krev styka s cévni sténou. Na svém povrchu
endotelie nesou fadu receptort (napt. trombomodulin, receptor pro protein S, fibro-
nektin) v¢etné adhezivnich receptort (integrint). Probiha zde metabolizmus kyseli-
ny arachidonové, syntetizuji napt. VWF, endotelin, tkanovy aktivator plazminogenu
(tPA), tj. jsou schopny syntetizovat, hromadit a v pfipadé nutnosti exprimovat na
povrch nebo sekretovat fadu jak prokoagula¢nich, proagregacnich a vazokonstrik¢-
nich, tak i antikoagula¢nich, antiagrega¢nich a vazodilata¢nich pasobki, navic sys-
tém tPA-PAI je hlavnim modulatorem fibrinolyzy. Seznam hlavnich protrombotic-
kych a antitrombotickych substanci je uveden v tabulce 2.1.

Neporuseny, nesmacivy endotel je nejdulezitéjsim fyziologickym antitrombotic-
kym prostfedkem organizmu. Endotelie dale hraji navic dilezitou roli v modulaci
lokalni i celkové zanétlivé aktivity produkci a/nebo vazbou a modulaci uc¢inku rady
cytokint.

Tab. 2.1 Endotelidlni faktory modulujici hemostdzu

stimulace hemostazy inhibice hemostazy

tkanovy faktor (TF) TFPI (tissue factor pathway inhibitor)

von Willebranduv faktor (VWF) VWEF - protedza (metabolizuje VWF)

tPA inhibitor aktivatorti plazminogenu 1 (PAI-1)

tromboxan A, (TXA2) prostacyklin (PGI,)

faktor aktivujici desticky NO

(platelet activating factor — PAF) (EDREF - endothelium dependent relaxing factor)

trombinovy receptor trombomodulin (TM)

(PAR - protease activated receptor)

heparinazy glykosaminoglykany (heparansulfat, dermatansulfat)

selektiny, cytoadhezivni molekuly | ,down-regulation® téchto molekul

cytokiny antagonisté, ,down-regulace” receptort,
inhibi¢ni cytokiny

Endotelie mohou byt preladény do protrombotického stavu nejen pfimym trau-
matem, nybrz i fadou cytokinii (napt. interleukinem-1, tumor nekrotizujicim fakto-
rem — TNF), vysokou hladinou homocysteinu, oxidovanou formou LDL (low den-
sity lipoproteins) a vysokym krevnim tlakem. Rozsahla aktivace endotelu cytokiny
u sepse nebo polytraumatu muze vést k rozvoji syndromu diseminované intravas-
kularni koagulace.

Jako neoangiogenezi oznac¢ujeme novotvorbu drobnych cév (tvorba kolateral pri
arterialnich uzavérech, tumory indukovana neoangiogeneze k vyzivé nadort). Sou-
hrou koagula¢nich, antikoagulacnich, celularnich a mnoha dalsich faktorti dochazi
k remodelaci cév (blize kapitola o fibrinolyze). Remodelace cév je velmi dulezitym
faktorem rozvoje ateroskler6zy a neoangiogeneze je velmi podrobné studovanym
déjem v oblasti maligniho bujeni.
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2.2 Primarni hemostaza

Primarni hemostaza je proces vystavby primarni cévni zatky neboli agregatu krev-
nich desticek. Jedna se o zaceleni porusené integrity cévy, at jiz z dtivodu jejiho pora-
néni ¢i nutné obnovy. Pravé dik destickovému agregatu dochazi k zastavé krvéceni.
Jakakoli porucha na trovni systému krevnich desti¢ek vede k pozménéni ¢i ztraté
schopnosti krvaceni zastavit. Je proto nutna znalost procesu primarni hemostazy,
tedy vystavby destickového agregatu ve vSech jeho etapach.

Desti¢ky jsou bezjaderna téliska vznikajici od$tépenim cytoplazmy megakaryo-
cytil v kostni dfeni. Megakaryocyty naléhaji na krevni kapilary a skrze jejich mem-
branu se krevni desticky dostavaji do krevniho obéhu. Denni produkce desticek je
1,2-1,5 x 10", pocet v periferii se pohybuje mezi 150-350 x 10°/1 krevniho objemu.
K tomu, aby dostate¢nym zptisobem zajistovaly proces primarni hemostazy, nedo-
stacuje jen jejich normalni pocet, ale ani jejich normdlni funkce. K tomu je tfeba, aby
desticky disponovaly odpovidajicim vybavenim. Tim je pfedevs$im tzv. granulomer
neboli granula usporadana vétsinou v centrdlni ¢asti desti¢ek. Rozlisuji se dvoji gra-
nula a a §. Obsah granuli je vyjmenovan v nasledujici tabulce 2.2.

Tab. 2.2 Destickovd granula

denzni (§) granula a granula lysozomy

ATP destickovy faktor 4 (PF4) galaktozidazy
ADP B-tromboglobulin (BTG) fukozidazy
kalcium fibrinogen hexozaminidazy
serotonin faktor V glukouronidazy
pyrofosfat trombospondin katepsin

P selektin (CD62) fibronektin glukohydrolazy

transformujici riastovy faktor b | destickovy rustovy faktor (PDGF) | jiné

katecholaminy (nor- a adrenalin) | plazminogen aktivatoru inhibitor 1
GDP/GTP na histidin bohaty glykoprotein

a,-makroglobulin

a,-antiplazmin
P selektin (CD62)

Desticky obsahuji fadu dalsich inkluzi, které zajistuji jejich energetické a zivotni
naroky. Desticka neni schopna se délit (nema jadro) a zije pouhych 7-10 dni, pficemz
je degradovana a odstranovana ve sleziné.

Zakladni funkci krevni desticky je tedy tvorba primarni cévni zatky. Ta je zapo-
c¢ata adhezi krevnich destic¢ek k receptorim kolagennich vlaken bazalni membrany
cévni stény. Tato reakce je umoznéna interakci mezi zminénym receptorem kola-
genniho vlakna bazalni membrany a receptorem mebrany krevni desticky - gly-
koproteinem Ib (GP Ib) prostifednictvim von Willebrandova faktoru. Dal$im a asi
nejvyznamnéj$im krokem je agregace desticek - tedy vzdjemné shlukovani, které
je umoznéno reakei destickového membranového receptoru glykoproteinu IIb/IIIa
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(GP IIb/IIIa) s fibrinogenem a s von Willebrandovym faktorem. Zatimco je prv-
ni krok, tedy adheze desti¢ek indukovana malym mnozstvim adenosin difosfatu
(ADP), ktery pochazi z okolni perivaskularni tkané, pak je agregace navozena vel-
kym mnozstvim endogenniho ADP pochazejiciho z granul desti¢ek. Agregaci vy-
volava ale i trombin, adrenalin, kolagen, kyselina arachidonova a celd rada dalsich
latek, které pak lze pouzit i jako induktory testovani agregability desti¢ek v labora-
tornich testech. Shlukovani desti¢ek neni jen zalezitosti membranovych receptord,
ale také rady dalsich zmén, které jsou spojeny se zménou tvaru desticek a jejich po-
vrchovych vlastnosti, predevsim jejich ,lepivosti®.

Treti vyznamnou vlastnosti krevnich desticek je vedle jejich adhezivni a agregac-
ni schopnosti retraktibilita, tedy schopnost stazeni ¢i smrsténi destickové zatky. Ta
je dana pritomnosti kontraktibilnich bilkovin v destickové membrané, které vedou
ke smrsténi destickového trombu, a tim i k reparativnim pochodum.

Primérni hemostaza tedy vrcholi vytvorenim destickového agregatu, ktery pod-
léha smrsténi a odplaveni, pokud neni zpevnén a fixovan fibrinovou siti vytvorenou
v procesu krevniho srazeni (koagulace). Neptekvapi proto vzdjemna souhra primadr-
ni hemostazy a plazmatické koagulace. Hovotfime o tzv. prokoagula¢ni schopnosti
desticek, tedy schopnosti ucasti desti¢ek v krevnim srazeni, ktera je dana desti¢ko-
vym faktorem 3 (PF3). Jedna se o fosfolipidy destickové membrany, které poskytuji
povrch ke vzajemnému kontaktu faktortl plazmatického systému krevniho sraze-
ni. Vlastni destickova membrana se sklada z dvojvrstvy fosfolipidat (PL). V klido-
vych desti¢kach jsou na povrchu sfingomyelin a fosfatidylcholin, zatimco negativni
PL fosfatidylserin a fosfatidylinositol sméfuji do nitra desti¢ky. Aktivace destic¢ek vy-
vola transmembranovy presun PL (tzv. flip-flop reakce), kdy se na zevni membrané
exprimuji negativni PL. Tyto potom poskytuji katalytické povrchy pro koagula¢ni
reakce. Opacné, jak bylo jiz zminéno, je také primarni hemostaza vyznamné akti-
vovana kli¢ovym enzymem plazmatické koagulace - trombinem (blize v kapitole
o krevnim srézeni).

A nyni k jednotlivym krokiim samotné vystavby destickového agregatu. Je to
proces, ktery trva fadové minuty a k zastavé krvaceni by mélo dojit do péti minut.

Prvotnim procesem je adheze (prilnuti) desti¢ek ke smacivé plose - v typickém
ptipadé k obnazené subendotelidlni vrstvé cévni stény. Tuto reakci zajistuji struktu-
ralni soucasti destickové membrany. V ni nachazime fosfolipidy (cholesterol, sfin-
gomyelin, fosfatidylcholin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol a fosfatidyletanonalim),
glykolipidy a glykoproteiny (GP I-IX). Po naruseni celistvosti cévni stény dochazi
k odhaleni jejich hlubsich vrstev a zaroven s tim k odhaleni receptort kolagennich
vlaken bazdlni membrany cévni stény. K témto receptoriim md afinitu glykoprotein
Ib v komplexu s glykoproteinem IX (GP Ib — GP IX) destickové membrany, ktery ke
zminénym receptortim kolagenu ptilne. Proces je zprostfedkovan tzv. von Wille-
brandovym faktorem (VWE), ktery se nachdzi v krevni plazmé a je souc¢asti mak-
romolekuldarniho komplexu faktoru VIII plazmatického systému krevniho srdZeni.
Adheze je provokovéna celou radou stimult - asi nejvyznamnéjsi je uc¢inek ADP
pochézejiciho z okolni - perivaskularni tkané.

Zevni ADP také vede k uvolnovani latek pritomnych v destickovych granuléch,
s nichz je opét nejvyznamnéj$i ADP, tentokrat destickdm vlastni, ktery vyvolavéd
agregaci desti¢ek neboli jejich vzajemné shlukovani. Zde hraje roli zména tvaru
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a povrchovych vlastnosti, tzv. lepivosti desticek, ktera je dana predev$im expozici -
nabidnutim destickovych membranovych receptortt GP IIb/IIIa. Na tento receptor
se vaze rovnéz von Willebranduv faktor, ale také fibrinogen, které umoznuji vza-
jemné shlukovani desti¢ek. Navozeni agregace nezptisobuje jen ADP, ale i trombin,
adrenalin, kolagen ¢i kyselina arachidonova destickové membrany a jeden z jejich
konec¢nych metabolitti tromboxan B2, jakoz i vSechny latky a léky, které ovliviuji
zminéné pusobky. S vyjmenovanymi latkami je spojena fada metabolickych pocho-
du, z nichz k tém vyznamnéj$im patfi metabolizmus cyklickych endoperoxidu, tedy
latek vznikajicich v metabolizmu kyseliny arachidonové (obr. 2.1) a dale také energe-
ticky metabolizmus makroergnich fosfatovych vazeb, pfedevsim kolisani mnozstvi
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP).

fosfolipidy bunécné
membrany

zanét
PGH2 Synt 2 T
kyselina arachidonova PGG2/H2
A
=
PGH2 Synt 1 - _H_ - . aspirin
cyklooxygendza NSAPD tiklopidin
| 1al
PGG2/H2 —
==
/ \ 'I
trombin ADP
prostacyklin TxA2 1 /
. | - aktivace desticek
iloprost
beraprost l
expozice Gpllb/llla
l«---H---- inhibitory I1b/llla

agregace
Obr. 2.1 Cesty aktivace desticek
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Diusledkem ovlivnéni nékterych zminénych pochodu je zména v obsahu kalci-
ovych iontt desticky, které hraji roli pti vzniku tubularnich systému a degranulaci
trombocytu. V ovlivnéni procesu agregace tromboxanem ¢i ménicim se obsahem
cAMP hraje roli cela rada latek, at jiz fyziologicky regulujicich tento proces nebo po-
uzivanych lécebné. Sem patfi pfedevsim inhibitory cyklooxygenazy I (COXI) v cyk-
lu tvorby prostaglandint a dale inhibitory fosfodiesterazy a agonisté adenylatcyklazy
v ovlivnéni tvorby cAMP.

V procesu retrakce hraje roli kontraktilni (stazlivy) systém sestavajici z denzniho
mikrotubuldrniho systému a cirkumferen¢nich mikrofilament, které normalné udr-
zuji diskoidni tvar desticek. Nejdulezitéjsimi souc¢astmi systému jsou aktin, myozin
a regula¢ni protein kalmodulin.

2.3 Systém plazmatickych faktorii

Proteiny plazmy, které se pfimo ucastni krevniho srazeni, oznacujeme jako plazma-
tické faktory. Podle jejich hlavniho mista G¢inku je délime na faktory koagulacni,
prirozené inhibitory krevniho srazeni a faktory fibrinolyzy.

Z biochemického hlediska se jednd o (1) enzymy, které koluji v krvi jako neaktiv-
ni proenzymy (zymogeny), jsou serinové proteazy — faktory (F) II, VII, IX, X, XI, XI[;
prekalikrein (PKa), plazminogen (plg), tkanovy a urokinazovy aktivator plazminogenu
(tPA, uPA); protein C (PC) a transglutaminaza FXIII. Dale jsou to (2) kofaktory (latky,
které urychluji enzymatické reakce), a to jednak plazmatické: FV, VIII, vysokomoleku-
larni kininogen (HMWK), protein S (PS) a protein Z (PZ), jednak bunécné: tkanovy
faktor (TF, dfive tkanovy tromboplastin, faktor III), trombomodulin (TM), endotelialni
receptor pro protein C (EPCR). (3) Fibrinogen (fbg) je substrat trombinu, jehoZ u¢inkem
se méni na fibrin (tab. 2.3). (4) Mezi adhezivni plazmatické proteiny patii von Wille-
branduv faktor, fibronektin, vitronektin a dalsi. (5) Regulacni proteiny (= pfirozené in-
hibitory krevniho srdZeni) se déli na inhibitory ze skupiny serpinti - antitrombin (AT),
heparin kofaktor II (HCII), C1 inhibitor (CIINH), a_-antiplazmin, inhibitor aktivitoru
plazminogenu (PAI-1, PAI-2), inhibitor aktivovaného proteinu C (PCI = PAI-3), protea-
zové inhibitory Kunitzova typu — TFPI, metaloproteinazy (ADAMTS13, TAFI, MMP)
a samostatnou skupinu tvoti a,-makroglobulin (a,MG). Podle u¢inku sem patfi i seri-
nova protedza protein C a kofaktory protein S a Z (tab. 2.5).

Krevniho srazeni se dale ucastni (6) fosfolipidy (PL), estery glycerolu a kyseliny
fosfore¢né, které jsou integralni souc¢dsti bunéénych membran. Negativni PL jsou pre-
devsim fosfatidylserin, k neutrdlnim patfi fosfatidyletanolamin. Hlavni funkce PL v or-
ganizmu je ucast na vzniku a pfeméné membran, transport tuku v organizmu a posky-
tovani negativné nabitych povrchi pro koagulaéni reakce. Nezbytné jsou i (7) ionty
minerald - vapnikové (Ca?*), hor¢iku, zinku a dal$i. Vapnikové ionty jsou potiebné pri
celé fadé reakei ve vSech systémech hemostazy, jsou nezbytné ve vsech reakcich faktort
zavislych na vitaminu K. Vyvazanim vapnikovych iontt dosahneme nesrazlivé krve.

36



5

c
()
N
©

Jo

Fyziologie krevniho sr

01 S urw g | [wy/3n 8000 Aurapay vdn ezpuD0IN

8 89 urwr g | a3 g0 |  Sw LyLoouour [Pjopud [UAD vd3 | I0jeanye uwaSourwize[d Laouey)

9 06 09-8¥% w8 0oz A[gourzoa “exye( gid udSourwzerd

I aisy A)sejqoiqy ‘propuaqns aL Iopyey faouey)

01 e 79 [wy/3 z1 ene/ dvsd 1A PYmanye ezgajord

a 07z 9 [uw/3r o1 Aynq pa0pR30pud AMA I0))e ANPUBIGIY[IM UOA

€ 0z1 | 0ST-021 | Tw/3M 08-09 senel| JMWH | udSourupy JUIgmI[OW0NosAA

¥ 06 oF-0¢ | Tw/Sn os-s¢ exye( e d uranyIpeyaad

1| (W)9(D1 0z€ | 091-2L | [w/3d 0z-01 (V) 8w (q) exyel XA uLIqy PIMZI[Iqe)s J0yey

0€-0¢ S 08 0405 | Tw/3M 0%-0¢ exye( x: Iop[ey AnuewaSe

0Z-SI i4 091 09-8% [w/3n £-¢ el IXd Iopyey Anjeyiuasoy

0z €1 9 8F-0¢ | [w/3ig-9 (31 urwreya) eayel xd 10)eJ JA0IIMOIJ-AN}IBNIS

0€-0¢ X 96 0€-81 Twy/Sn ¢ (X urweya) eayel XId Iopyey HpIyowdyue

0€-0¢ X 0€€ T1-8 Twy/3n 10 ouil e eaye( IIAd ur[nqo[s Aypryowdyue

01 €1 0S 9-¥ [uy/3n 6-¢ (31 urwreya) eayel IIAd urjAuoyoxd

S1-01 I 0€¢€ pe-8 | [w/snp1-g Y3w exye( Ad urrdpeord

0¥ 11 (94 96-09 1/820-1°0 (01 urwea) exyel I urquioxjoxd

1/3 9 i ove | ozI-zL|  1/80%-0C ene( 6| uaouriqy
% ey eyjenyz

PR ur ‘woayd | Jowry ‘[owr | y/sepojod | IIBNUIDUOY eZUAS | udzeuz AdZRU

Laopyvf ayo1visoway LWz €T "qelL

37



2

Hematologie

2.3.1 Systém koagulacnich faktorii

Zastava krvaceni je velmi komplexni d¢j, na kterém se podili celd fada plazmatickych
faktord.

2.3.1.1 Koagulacni faktory
= Proenzymy - enzymy

S vyjimkou FXIII a kofaktorti FV a FVIII, jsou koagula¢ni faktory serinové proteazy,
tj. maji v aktivnim misté enzymu tzv. katalytickou triadu (aminokyseliny serin, his-
tidin a kyselina aspartamova).

Faktory zavislé na vitaminu K
Tzv. K dependentni, pottebuji ke své funkci vitamin K, ktery je nezbytny pro kar-
boxylaci gama glutimového zbytku. Bez karboxylace neni faktor schopen vazby na
Ca?* a PL. Na vitaminu K zavislé faktory jsou pti nedostatku vitaminu sice tvoreny,
ale nejsou koagulac¢né aktivni (tzv. PIVKA formy) a ztstavaji na urovni prekurzort.
Zbytky glutaminu neumoznuji proteinu vazbu na negativné nabité fosfolipidy. V he-
mostaze se uplatnuji FII, FVII, FIX, FX, protein C, S a Z.

Zakladni charakteristiky faktorti a vztahy mezi nimi jsou uvedeny v tabulkach
2.3a24.

Tab. 2.4 Vztahy mezi koagulacnimi faktory

faktor | aktivovan/s$tépen funkce/aktivuje Ca* | degradovan
Fbg trombin, plazmin krevni koagulum, - plazmin
prevod signald,
aktivace trombocyti
II protrombindza Fbg, FV, VIIL, XL, XIII, | ano | AT, HCIL o, MG
(Xa+ Va+PL+Ca?) trombocyty, TAFI,
protein C
A% trombin, Xa kofaktor pti aktivaci FII | - trombin, plazmin
VII TF, TF/VIL, FVIIa, FX, IX ano | pouze inhibice komplexu
FSAP, Xa, XIa, IXa TF/VIla - TFPI, AT
VIII | trombin, Xa kofaktor pti aktivaci FX | - trombin, plazmin
IX FXIa, VIIa FX ano | AT
X TF/VIla, tendza FIL, V, VIII, ano | AT, a, MG
(IXa+VIIIa+PL+Ca?)
XI TF/VIIa, I1a, XIIa IX, HMWK, XII, - nexin protedz II, AT,
Aa tetézec tbg, plg C1INH, a AT
XII Ka, trypsin, plazmin, | XI, HMWK, PKa - C1INH, AT, PAI-1
XIa; povrchy
XIII | trombin stabilizuje fibrin ano
FSAP FVII, uPA ano | PAL a AP
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Faktor II, proenzym protrombin se vize pomoci Ca** na negativné nabité PL, kde
je $tépen protrombindzou na aktivni formu a trombin. V koagulaci hraje trombin
kli¢ovou roli, podle potfeby plisobi jak prokoagula¢né, tak antikoagulacné. V he-
mostaze trombin vedle $tépeni fibrinogenu katalyzuje v podstaté tfi skupiny reakci,
které slouzi k regulaci tvorby koagula. Prvni skupina zahrnuje aktivaci bunék (napf.
trombocyty), které poskytuji povrchy pro koagula¢ni reakce. Druha skupina reakci
slouzi k posileni probihajici koagulace a zpevnéni vznikajiciho koagula (aktivace FV,
FVIIL, FXIII, FXI). Posledni typ reakci je naopak nutny k zabranéni nadmérnému
srazeni. Jedna se o reakce vedouci k inaktivaci kofaktort krevniho srazeni (inhibice
FVa a FVIIIa cestou aktivovaného proteinu C - APC, ptimé $tépeni kofaktort vys$sim
mnozstvim trombinu). Do systémd fibrinolyzy trombin také zasahuje aktivaci TAFI.

Vznik trombinu v misté poranéni je explozivni, autoamplifikujici se, soucasné ale
vysoce regulovany proces, ktery hraje dilezitou roli nejen v procesech hemostazy
a trombdzy, ale i zanétlivé a proliferacni odpovédi organizmu.

Trombin md vedle enzymatické funkce i funkce neenzymatické - reaguje s fibri-
nem, vaze se na trombomodulin (TM), GP Ib formou nekovalentni vazby, aktivuje
PAR receptory.

Trombin moduluje fadu prozanétlivych procest cestou regulace aktivace trombo-
cytl, exprese leukocytarnich adhezivnich molekul, chemotaxe leukocytt, produkce
protrombotickych faktorti endotelialnich bunék. Dale potencuje proliferaci endoteli-
alnich bunék, fibroblastd, zvysuje uvolnovani jinych cytokint a raistovych faktort. Na
endotelu indukuje napt. sekreci von Willebrandova faktoru a produkei cytokint.

Enzymaticka aktivita trombinu je kontrolovana prfirozenymi inhibitory, prede-
v$im a,-makroglobulinem, déle serpiny AT, heparin kofaktorem II (jako kofaktor pt-
sobi glykosaminoglykany - GAG).

PAR (protease-activated receptors) prenaseji signaly trombinu. Patti do skupiny
receptort spojenych se sedmou transmembranovou doménou G proteinu (nejveétsi
skupina receptort u savctl). Tyto receptory jsou schopné preménit extracelularné
probihajici proteolytické §tépeni v transmembranovy signdl a tim zprostfedkovava-
ji napf. trombinem indukovanou vazodilataci, zvy$uji cévni permeabilitu a adhezi
neutrofily-endotel.

Faktor VII je faktor s velmi kratkym biologickym polo¢asem, na druhé strané
polocas aktivované formy (2,5 hodiny) je vyrazné del$i nez ostatnich aktivnich fak-
toru. Je syntetizovan v jatrech, lokalné jsou jeho diilezitym zdrojem i aktivované mo-
nocyty/makrofagy. Faktor VII ma i sam proteolytickou aktivitu a je schopen §tépit
faktor X. Neni dosud popsan inhibitor samotného FVIIa, pouze komplexu TF/FVIIa
(TFPIa AT). Aktivita FVII se zvySuje s vékem a v té¢hotenstvi. Prokoagula¢ni aktivita
FVII pozitivné koreluje s pfijmem tuki v potravé a hladinou sérovych lipidi, hlavné
triglyceridu.

Aktivni forma faktoru IX FIXa je enzymaticky aktivni v komplexu zvaném te-
naza (FIXa + FVIIIa + PL (fosfatidylserin) + Ca?®*), kterd aktivuje FX na Xa. FVIIIa
je kofaktorem této reakce. FIXa je schopen také zpétné aktivovat za pritomnosti Ca**
a fosfolipida FVII na VIIa.

Faktor X je ve své aktivni formé Xa in vitro nejmocnéjsi aktivator FVII. Reakce
je vyznamné rychlejsi, pokud je FVII navazan na TF. Mimoto FXa v pfitomnosti PL
a Ca?* aktivuje také FV na Va (i kdyz $tépeni je odli$né), je schopen vazby na TM
a tak aktivace proteinu C. Inaktivace FXa antitrombinem je v ptitomnosti FV, Ca*
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a PL vyrazné snizend. Pfi nedostate¢ném mnozstvi trombinu mize FXa tento enzym
nahradit, napt. v zac¢atcich krevniho srazeni.

Faktory citlivé k trombinu

Faktor XIII, tzv. fibrin stabilizujici faktor, je posledni faktor koagula¢ni kaskady -
transglutamindza, ktery je jedinym koagula¢nim enzymem s cysteinem v aktivnim
misté. Sklada se ze dvou parud polypeptidu (A a B fetézec). A podjednotka (pod;.)
je homologni s ostatnimi transglutamindzami, které zajistuji stabilizaci tkani ko-
valentné vazanymi proteiny. B podj. hraje diileZitou roli v regulaci aktivace FXIIIL
Podjednotky nalézdame v plazmé i samostatné. A podj. je tvorena megakaryocyty
a progenitorovymi bunikami mononukledrt a je také ptitomna v celé fadé tkani (dé-
loha, placenta, prostata, trombocyty, makrofagy) jako a’-dimer. B podj. je tvofena
v jatrech a v plazmé ji nalézame bud jako tetramer spolu s A podj., nebo samostatné
jako dimer. Struktura FXIII se lisi v zavislosti na misté tvorby. V desti¢kdch cyto-
plazmy je FXIII tvofeny pouze dvéma A podjednotkami, je uvolnovana pri akti-
vaci trombocytt. V plazmé cirkuluje FXIII spole¢né s fibrinogenem a je aktivovan
trombinem za pritomnosti Ca*". Po tvorbé fibrinu ziistavd B podj. v séru, zatimco
A fetézec je vazan ve fibrinové srazeniné.

FXIIIa katalyzuje formaci intermolekularnich vazeb mezi riznymi proteiny jako
napf. fibrinovymi monomery, a,-antiplazminem (a,AP), fibronektinem, kolagenem.
Ptisobenim na rozpustny fibrin méni nekovalentni vazby na pevné vazby kovalent-
ni (tzv. D-dimery). Navdzdnim o AP na fibrin chrani koagulum pred fibrinolyzou.
FXIIIa hraje dualezitou ulohu nejen v hemostaze, ale i hojeni ran a napt. udrzeni
téhotenstvi.

Do této skupiny lze také zaradit FV, FVIII (viz kofaktory), FXI (viz faktory faze
kontaktu) a dalsi.

Faktory faze kontaktu

Faktor XII je aktivovan kontaktem napt. se subendotelovymi strukturami pti po-
ranéni (autoaktivace nebo tzv. aktivace pevnou fazi) nebo proteazami (enzymatickd
faze). Aktivaéni povrch muze byt i sklo, kaolin, elagova kyselina, endotoxiny a jiné.
FXIIa aktivuje kromé FXI i prekalikrein a HMWK. Faktor XII zasahuje vedle koa-
gulace predevsim do systémt imunologickych. Zvysena hladina je u Zen v téhoten-
stvi a po menopauze.

Plazmaticky FXI cirkuluje v plazmé v komplexu s HMWK a je odlisny od trom-
bocytarniho FXI. Je aktivovan limitovanou proteolyzou FXIla (za pritomnosti
HMWK), FVIIa a trombinem v pfitomnosti negativné nabitych ¢astic. V pritomnos-
ti Ca** probiha aktivace rychleji. FXIa i pti aktivaci FIX ztistava navazan na HMWK,
ktery jednak stabilizuje vazbu FXIa na povrchy, jednak brani $tépeni FXIa. FXIa
je schopen také stépit HMWK, aktivuje FXII, muze $tépit Aa fetézec fibrinogenu,
plazminogen na plazmin. Specifickym inhibitorem FXIa je nexin proteaz II (reakce
je urychlovana heparinem a Zn*). FXIa je inhibovan také antitrombinem, CIINH
a a -antitrypsinem.

Prekalikrein (PKa) je gamaglobulin, v plazmé cirkuluje navdizan na HMWK.
PKa je aktivovan faktorem XIIa nebo XIIf na a kalikrein (Ka). Mezi faktory faze
kontaktu je zafazovan i vysokomolekularni kininogen (viz kofaktory).
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Jiné

FSAP - protedza aktivujici FVII (factor VII-activating protease) je nové identifiko-
vana serinova protéza, ktera je silnym aktivatorem FVII. Aktivuje také jednoretézo-
vou uPA. Aktivni FSAP je zdvisld na Ca’* a je inhibovana PAI-1 a a, AP.

= Kofaktory

Plazmatické kofaktory

Kininogeny jsou plazmatické proteiny, ze kterych se uvolnuji vazoaktivni peptidy (bra-
dykinin). V plazmé se nalézaji ve formé vysokomolekularni (HMWK) a nizkomoleku-
larni (LK). HMWK ptisobi jako kofaktor aktivace na povrch navazaného FXII kalikrei-
nem. HMWK se vaze na aktivované trombocyty, na neutrofily a bunky endotelu. Tézky
retézec HMWXK i LK md schopnost inhibovat cysteinové proteazy (kalpain, katepsin L).

Faktor V je homologni s FVIII. Komplex kofaktort s Ca** a PL vyznamné zvysuji
rychlost aktivace faktort. FV se naléza v plazmé a a granulach krevnich desticek
(asi 20 %). FV je aktivovan limitovanou proteolyzou trombinem a FXa (vyzaduje
pritomnost PL) za pfitomnosti Ca**. FV mtiZe byt aktivovan i plazminem (bez Ca*),
elastdzou neutrofili, jedem Russelovy zmije. Inhibitorem FVa je aktivovany protein
C (APC), $tépen mize byt i plazminem. FVa navazany na FXa a protrombin je chra-
nén pred uc¢inkem plazminu.

Faktor VIII cirkuluje v plazmé navdzan na von Willebrandiv faktor (VWE).
Z vazby na VWF se uvolnuje kontaktem s PL nebo trombinem. Pisobenim trombi-
nu dochazi k limitovanému $tépeni FVIIL. V pritomnosti PL miize byt FVIII §tépen
i faktorem Xa. Dlouhé ptisobeni vétsiho mnozstvi trombinu naopak FVIIIa (stej-
né jako FVa) inaktivuje, dal$im inhibitorem je APC za pritomnosti PL, Ca*, FV
a proteinu S. FVIII je syntetizovan predevsim v jatrech, déle potom napf. ve sleziné,
uzlinach, slinivce, ledvinach. Jako u ostatnich proteint akutni faze se hladina FVIII
zvysuje pfizanétech, ale i chronickych infekcich a pfi stresu.

V koagula¢ni kaskadé pusobi faktor VIIIa v komplexu s faktorem IXa, PL a Ca*
zvaném ,tendza“. Na VWF je FVIII vazan nekovalentni vazbou a pomér hladiny
VWE a FVIII ztstavd v plazmé zachovan i pfi zménach hladiny VWE. FVIII v kom-
plexu s VWF je chranén pred biologickym stépenim APC a faktorem Xa. VWF dale
lokalizuje FVIII v misté poranéni a ma efekt kofaktoru pti proteolytické aktivaci
FVIII trombinem.

Bunéc¢né kofaktory

Tkanovy faktor (TF) je syntetizovan plné funkéni, nepottebuje k plnéni své funkce
proteolytickou modifikaci. Jedna se o integrdlni transmembranovy glykoprotein, ktery
patti do skupiny cytokinovych receptort. Jeho bilkovinna slozka je uzce spojena s PL
a tato vazba je nutna pro prokoagula¢ni aktivitu TF. TF pisobi jako bunéény receptor
pro FVII a tvorba komplexu s FVII nebo FVIIa zahajuje koagulaci. Tvorba komplexu
vyzaduje pritomnost Ca?*. Soucasné TF zvysuje afinitu FVIIa k jeho substrattim.

TF se naléza v organizmu na bunkach, které se fyziologicky nedostanou do kontak-
tu s krvi, tj. bézné neni ptitomen na cévnich endoteliich, krevnich elementech ani jeho
¢ast necirkuluje v plazmeé jako tzv. solubilni TF. Tkanovy faktor se do kontaktu s krvi
dostava v pripadé poruseni nebo poranéni cévy, ale mtize byt exprimovan i pti intaktni
cévé, napr. pri stimulaci endotoxiny, cytokiny (IL-1, TNF) a trombinem, a to jak na

141




2

Hematologie

endotelu, tak i na monocytech. Aktivita TF na endotelu muze byt indukovéna také
imunitnimi komplexy a lipopolysacharidy.

Mezi bunééné kofaktory také patfi trombomodulin, EPCR, PZ (blize v kapitole
o systému prirozenych inhibitort).

= Fibrinogen (faktor I)

Fibrinogen je fibrilarni protein, pfitomny jak v plazmé, tak v a granulach trombocyta.
Molekula je sloZena ze t¥i part polypeptidovych retézct (Aa, B a y). Dulezitou dlohu
v udrzeni struktury a stability fibrinogenu hraji Ca?*. Fibrinogen je $tépen bud trombi-
nem na fibrin (obr. 2.3), nebo plazminem na fibrinogen degradacni produkty (obr. 2.4
a systémy fibrinolyzy). Kromé toho muiZe byt fibrinogen s§tépen tzv. trombinu podob-
nymi enzymy (napt. hadi jed reptilaza). Jako protein akutni faze se zvysuje pii zatézich,
jako je poranéni, zanéty, téhotenstvi.

Fibrin vznika ptsobenim trombinu na fibrinogen. Je dtilezity pro vazbu krevnich
desti¢ek mezi sebou a prispiva k jejich vazbé na cévni sténu, ktera je zprosttedkovana
destickovymi GP a dal$imi adhezivnimi proteiny.

= Adhezivni proteiny

Adhezivni proteiny umoznuji kontakt bunék mezi sebou navzdjem a mezi buitkou
tor. Je to adhezivni protein, ktery je syntetizovdn vyhradné v megakaryocytech a en-
dotelidlnich bunkach. Je pfitomen v a granuldch destic¢ek, plazmé a subendotelu.
V endotelu ho miizeme prokazat v tzv. Weibelovych-Paladeho téliskach. VWF patii
k nejvétsim molekuldm v plazmé, tvori tzv. multimery (VWFm). Nejmensi multimery
jsou dimery, nejvétsi obsahuji i 50-100 podjednotek. Extrémné velké VWFm jsou
ptitomny v endotelidlnich bunkach, subendotelu a destickach a pouze obcas se obje-
vi v krvi. Jsou nejefektivnéjsi v procesu adheze desticek a agregace. Malé multimery
jsou uvolnovany z endotelu bez stimulace. Kazda podjednotka VWF multimeru je
schopna vazat jeden heterodimer FVIII. VWF je ihned po uvolnéni na buné¢ném
povrchu $tépen ADAMTSI3, dale je citlivy na proteolyzu plazminem.

Vyrazem koagula¢ni aktivity VWF je aktivita ,ristocetinového kofaktoru® -
VWE:RCo, schopnost vazby na kolagen (collagen binding activity - VWF.CBA), ptipad-
né agregace desti¢ek indukovand ristocetinem (RIPA). VWEF:Ag je zkratka pro antigen.

VWF hraje klicovou roli v primdrni hemostdze, formaci trombu a koagulaci. Ma
dvé hlavni funkce: v primdrni hemostaze a v koagulaci.

V primarni hemostaze zprostredkovava adhezi trombocytt (kontakt desticka-
-cévni sténa) a agregaci trombocytii. Pro tyto funkce je nutna interakce VWF s des-
tickovym GP Ib (adheze) a nasledné s GP IIb/IIIa. Tato vazba vede k rozprostfeni
trombocytu s naslednou ireverzibilni destickovou adhezi a agregaci. Tato funkce je
zavisla na spravné struktute VWFm. Pouze velké multimery jsou schopny plnit funk-
civ primarni hemostaze.

Funkce VWF v koagulaci neni zavisla na velikosti multimert. VWF jako nosi¢
vaze a stabilizuje FVIIIL. Zabranuje inaktivaci FVIII aktivovanym proteinem C nebo
FXa a lokalizuje FVIII v misté tvorby srazeniny.
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Hladina VWEF v plazmé (stejné jako FVTIII) zavisi na krevni skupiné. Nejnizsi hla-
diny maji lidé se skupinou 0 a nejvyssi hladiny byly zjistény u nositelt skupiny AB.
VWFEF patfii k proteintim, které nesou antigeny ABO krevniho systému.

Dalsimi adhezivnimi proteiny jsou napft. fibronektin (FN - také fazen mezi struk-
turalni proteiny), ktery je pfitomen v plazmeé, subendotelu, a granulach desticek
a ECM. Zodpovida za adhezi bunék, morfologii, migraci, diferenciaci, fagocytdzu
a hemostazu. Zprostredkovava adhezi desticek a rozprostreni jak v klidovych pod-
minkach, tak za cirkulace. FN podporuje adhezi trombocytt k ostatnim povrchiim
jako kolagenu typu I a III. Vitronektin (VN) je pfitomen v cirkulaci a v radé tkani.
VN ma ustfedni regula¢ni funkci v systému komplementu, koagulace a fibrinolyzy.

2.3.1.2 Vlastni proces koagulace

Cilem koagulace je zastava krvaceni, tj. generace trombinu a vytvoreni pevného
fibrinového vldkna. Tohoto je dosazeno postupnou, presné koordinovanou a regu-
lovanou kaskadovitou enzymatickou reakei. Pfi ni jsou faktory, které jsou v krvi
pritomny jako neaktivni formy - proenzymy, §tépeny na aktivni formu. Oznacujeme
je jako koagula¢ni faktory a znacime ,,F* a fimskou ¢islici, aktivované formy (vlastni
enzymy) s malym ,,a“ (napf. FII se aktivuje na FIIa).

Podle teorie publikované v roce 1964 se koagula¢ni kaskada podle zptisobu akti-
vace déli na zevni a vnitfni systém, ktery se spojuje pri aktivaci FX na Xa a spole¢né
generuje trombin (obr. 2.2). K aktivaci zevniho systému je potfeba tkanovy faktor,
ktery se uvolnuje napt. v ptipadé poranéni, k aktivaci vnitfni cesty dochazi kontak-
tem FXII a FXI s aktivnim povrchem (také nazyvana faze kontaktu), fyziologicky
kolagenem obnaZenym po poranéni. Pfedpoklddalo se, ze dilezitéjsi je tzv. vnitfni
cesta. V devadesatych letech 20. stoleti bylo prokazano, Ze primarni je zevni cesta
a vnitfni cesta je vedlejsi a vét$i vyznam maji faktory kontaktu v aktivaci systému
kalikreinu, kininu a komplementu. Navic je zfejmé, Ze koagula¢ni komplexy se tvori
pouze na povrsich bunék (trombocyty, subendotel, fibroblasty a dalsi).

vnitini cesta zevni cesta
XII, HMWK Xa
PKa Vila
IXa poranéni
XI ——— Xla TF
Il e L
X ——F "% IXa X Vila il

ca2¢ ca2+
VIl = Vllla
Xa
\frotrombin
caZ*
V—— Va

Xilla <—— XIll

fibrin

fibrinogen

Obr. 2.2 Koagulacni kaskdda (HMWK - vysokomolekuldrni kininogen, PKa - pre-
kalikrein, PL - fosfolipidy, TF - tkdrnovy faktor, Ca®* - vapnikové ionty)
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K aktivaci koagulace dochazi poté, co se FVII, ktery je bézné pritomny ve stopo-
vych mnozstvich krvi, dostane do kontaktu s TF (obr. 2.2). Komplex TF/FVII, pfipadné
FVIIa pfimo aktivuje FX na Xa (za pritomnosti Ca®*). Komplex TF/FVIIa dile aktivuje
i FIX a zasahuje tak i do vnitfni cesty. FXa tedy vznika jednak pfimo aktivaci TF/FVIIa,
jednak vnitfni cestou komplexem zvanym tenaza: FIXa/VIIIa/PL/Ca*. Po aktivaci FXa
nasleduje tvorba komplexu zvaného protrombinaza. Tato je fyziologickym aktivato-
rem protrombinu a je slozena z FXa, kofaktoru FVa navdzaného na povrch (PL) za
pritomnosti Ca**. Tento komplex $tépi neaktivni protrombin na o trombin a fragmenty
protrombinu 1+2 (F1+2). Trombin aktivovany faktorem Xa, ktery byl stépen komple-
xem TF/FVIIa je dulezity pro aktivaci krevnich desticek, véetné uvolnéni FVa, uvolnuje
FVIII z vazby na VWE, aktivuje FXI. Zatimco trombin vznikly cestou aktivace faktoru
X tendzou $tépi fibrinogen (obr. 2.3).

B A

ﬁbrim:@ \g

\’ fibrinopeptid A, B
fibrinové monomery

trombin <«—

polymerace ,konec ke konci”

rozpustny fibrin

FXllla l Ca*

A SIS GRS SIS

o iy eyt

stabilni nerozpustny fibrin

Obr. 2.3 Formace fibrinu (Aa, Bf3, y - fetézce fibrinogenu)
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Trombin je jedinym koagula¢nim enzymem, ktery je schopen §tépit fibrinogen
na fibrin. Plisobenim trombinu (obr. 2.3 a 2.4) dochazi k odstépeni fibrinopeptidu A
a B (FPA, FPB) z retézce Aa a Bf fibrinogenu. Tim se obnazi vazebna mista v cen-
tralni E doméné a vznikaji fibrinové monomery (FM). Tyto spontanné polymerizuji
na rozpustny fibrin.

koagulacni kaskada fibrinolytické stépeni

m\

fibrinogen

fibrinopeptid A
fibrinopeptid B

fibrinové monomery

dimer,
trimer

fibrin polymer — protofibrily

fragment X + Bf3 1-42, Aa fragmenty

N

fragment Y fragment D

N

fragment D fragment E

plazmin
fibrin rozpustny
fragment YXD/DXY
FXllla — v
YY/DXD
fibrin nerozpustny
YD/DY
DD/E

Obr. 2.4 Stépent fibrinogenu a fibrinu trombinem a plazminem

Polymerizace probihd postupné, jako prvni se tvori vlakna jednotlivych koncti
FM (vazba D domén). Nasledné vazebna mista E domény reaguji s komplementarni-
mi misty y fetézce D domény prilehlych FM (polymerizace ,,side to side tj. strana ke
strané). Tato nekovalentni interakce probihd v tzv. E-D kontaktnim misté. Prvotni
vlakna byvaji nazyvana protofibrily. Pisobenim FXIIIa na rozpustny fibrin dochazi
ke vzniku pri¢nych vazeb mezi jednotlivymi vlakny v misté D domén a vytvori se
trojrozmérna sit stabilniho, nerozpustného fibrinu.

Fibrin zpevni primarni destickové koagulum a vznika pevna krevni srazenina.
Tim je vlastni proces krevniho srazeni uzavten.

2.3.2  Systém pfirozenych inhibitorii

Fyziologicky je i v klidovém stavu v krvi pfitomno malé mnozstvi aktivnich koagu-
la¢nich faktort véetné trombinu. K udrzeni rovnovazného stavu je nutna dtsledna
regulace, tj. mnozstvi generovanych enzymt se musi rovnat mnozstvi, které je inak-
tivovano - toto plati pro FXa a FIla, v pfipadé FVII je zfejmé hlavnim regula¢nim
mechanizmem pfitomnost ¢i nepfitomnost TF.
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Velmi dulezitou roli v procesech krevniho srazeni hraji tzv. regulacni proteiny, tj.
ptirozené inhibitory, jez patfi k zakladnim plazmatickym faktortim. V organizmu
slouzi jako jeden ze zpétnovazebnych mechanizmi k zabranéni nekontrolovaného
srazeni krve a tim k udrzeni koagula¢ni rovnovahy (tab. 2.5 a obr. 2.5). Vedle inhibi-
tort v regulaci krevniho srdzeni spoluptisobi i samotné koagulacni faktory (trombin,
FV, FXa).

vnitfni cesta zevni cesta
Xll, HMWK
pka /C1INH
Xl —l> Xla
l |TF _TF

X ——mm IXa Vila Vil

X
ca2+
vill ——— VIIIa

\ 2 protrombin
\5 Va “hL /

trombin

ca2+
™ Xllla <— Xl
PC l «~

fibrinogen —————— fibrin

Obr. 2.5 Pusobeni ptirozenych inhibitorii v koagulacni kaskddé (APC - aktivovany
protein C, AT - antitrombin, CIINH - CI inhibitor, HMWK - vysokomolekuldrni
kininogen, PC - protein C, PKa - prekalikrein, PL - fosfolipidy, PS - protein S, TF -
tkdnovy faktor, TFPI - inhibitor zevni cesty tkariového faktoru, TM - trombomodulin)

Na zacatku naseho stoleti byl pro latky, které inhibovaly trombin, pouzit nazev
antitrombiny. A byly oznacovany I-VI. Nazev zlstal zachovan pouze v nazvu nej-
mocnéjsiho inhibitoru serinovych protedz antitrombinu (dfive antitrombin IIT -
fimska Cislice se nemusi pouzivat).

2.3.2.1 Serpiny

Inhibitory serinovych protedz serpiny jsou vétsinou nespecifické inhibitory. Kom-
plex serpin-serinova protedza je po uvolnéni do cirkulace vychytavan v jatrech serpi-
novymi receptory. Jsou dilezitym regula¢nim faktorem nejen v systémech hemosta-
zy. V roce 2006 byla vydana klasifikace serpinti (tab. 2.6).
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Tab. 2.6 Novd klasifikace serpinii (Law et al., 2006)

nazev klasifikace cilova proteaza kofaktory
AT SERPINCI trombin, Xa, IXa GAG

HCII SERPINDI trombin GAG

ZPI SERPINAIO Xa, IXa Ca*, PL, PZ
PCI SERPINAS5 trombin, APC, tPA heparin, TM
a,PI SERPINAI trombin, APC -

o, AP SERPINF2 plazmin -

PAI-1 SERPINEI tPA, uPA -

Antitrombin (AT) (tab. 2.5) je protein akutni faze, jeho polocas v plazmé se za
patologickych stavi vyrazné zkracuje z béznych 45-60 hodin i na méné nez tfi. AT
je pritomny i extravaskularné a je s plazmatickym v rovnovaze. Regulace syntézy
AT je navazana na regulaci syntézy fibrinogenu. Pfi $§tépeni fibrinogenu pfi aktivaci
koagulace klesa i antitrombin. Proto $tépeni fibrinogenu dava signal i k dalsi syn-
téze AT.

AT ptisobi primarné na endotelu a ma $irokou antiprotedzovou aktivitu, je primar-
nim inhibitorem trombinu. Tvofi ireverzibilni komplex nejen s trombinem, ale i s dal-
$imi serinovymi protedzami. Sam je schopen pomalé inhibice FIIa a Xa, za pfitomnosti
heparinu jako kofaktoru inhibuje i FIXa a v rizné mife serinové proteazy viibec. Neni
schopen inhibovat samotny FVIIa, ale je dilezitym inhibitorem komplexu TF/FVIIa.
AT zasahuje i do regulace systému komplementu a ptisobi i protizanétlive.

Heparin kofaktor II (HCII) je fyziologicky, specificky inhibitor trombinu. Je pfi-
tomen predev$im na cévnim endotelu a fyziologicky ma zfejmé pouze lokalni vy-
znam. Jeho ucinek je urychlovan heparinem, hlavné vsak dermatan sulfatem, ktery
také patti do GAG.

C1 inhibitor (C1INH) je nejmocnéj$im inhibitorem faktorti kontaktu a zasahu-
je predev$im do systému komplementu (Cls), dale je schopen inhibovat i plazmin.
C1INH je syntetizovan v jatrech. Byl zjistén kromé v plazmé i v a granuldch trombo-
cytd a je uvolnovan v pribéhu aktivace desticek.

Inhibitor aktivovaného PC (PCI) je pfitomen i v fadé¢ télnich tekutin (sliny, mlé-
ko, slzy, sperma). Ukézalo se, ze je identicky s PAI-3. Po vazbé na heparin inhibuje
fadu protedz véetné APC, Ila, Ila v komplexu s TM, FXa, tPA, uPA. Ma zfejmé jak
prokoagula¢ni tak antikoagulaéni vlastnosti v zavislosti na tom, kterou protedzu in-
hibuje a ktery kofaktor je pritomen.

Proteinazovy inhibitor zavisly na proteinu Z (ZPI) je serpin produkovany jatry.
V pritomnosti PZ, Ca** a PL je rychlym inhibitorem FXa, bez kofaktor(i ZPI inhibuje
FXIa a tato funkce je cca 2x urychlovana heparinem. Predpoklada se, Ze jeho hlavni
funkci je tlumit koagulaéni odpovéd pred vytvorenim protrombinazy.

Protein Z (PZ) K dependentni GP, v plazmé cirkuluje v komplexu se ZPI. PZ pti-
sobi jako kofaktor pfi inhibici FXa cestou PZI na PL. Pti podavani kumarini klesd
koncentrace velmi rychle a na rozdil od ostatnich K dependentnich faktort se sni-
Zuje i antigen PZ.
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2.3.2.2 Systém proteinu C

Je to prirozena antikoagulac¢ni cesta, jejimz cilem je $tépeni faktort Va a VIIIa a tim
regulace tvorby srazeniny. Systém tvori protein C (PC), protein S (PS), trombomo-
dulin (TM), inhibitor aktivovaného proteinu C a receptor pro protein C na endotelu
(EPCR).

Aktivace PC probiha na povrchu cévnich endotelii (obr. 2.6 v priloze). Jako ko-
faktor této reakce pusobi specificky endotelidlni receptor trombinu trombomodulin.
Trombin vazany na TM jiz neni koagula¢né aktivni. Komplex trombin-trombomo-
dulin za pritomnosti Ca?* aktivuje PC. Aktivovany protein C (APC) za pfitomnosti
kofaktoru PS inaktivuje FVa, kofaktorem inaktivace FVIIIa je vedle PS i FV. Stépen
obou kofaktort je inhibovédno ceruloplazminem. APC zasahuje rovnéz do systému
fibrinolyzy — uvolnuje tPA z vazby na PAI-1 (tvofi komplex s PAI-1).

Vzhledem ke svym antikoagulaénim a protizanétlivym schopnostem systém
proteinu C moduluje obranu organizmu na cizi stimulus. Rada studii prokazala, ze
akutni zanéty (hlavné sepse) snizuji hladiny proteinu C a proteinu S, tim vyznamné
snizuji antikoagula¢ni potencidl, tj. schopnost regulovat generaci trombinu. Byl pro-
kézan protizanétlivy uc¢inek PC. APC ma protizanétlivé a cytoprotektivni aktivity
(antiapoptotické) a ukazuje se, ze predev§im protein S zfejmé hraje centralni roli
v regulaci zanétu a hemostazy.

Protein C je tvofen v hepatocytech a pravdépodobné i v endotelu. Jeho koncentra-
ce je stejnd u muzi i Zen a mirné stoupd s vékem. Jeho aktivace probiha na endotelu.
APC ma v plazmé pomérné dlouhy polocas (20-30 minut). Protein C muze byt vedle
ITa/TM aktivovan také FXa navazanym na TM za ptitomnosti negativné nabitych PL,
plazminem a hadim jedem Protac. Jeho hlavnim inhibitorem je PCI a a -antitrypsin,
méné potom piisobi i a, MG, a,AP.

Protein S je uloZen v endotelu a a granulach krevnich desticek. Asi 40 % PS je
v plazmé ve volné formé, zbytek je vazan s C4bBP slozkou komplementu. Koncentrace
PS je asi 0 10-15 % vy$$i u muzd, u obou pohlavi stoupd s vékem. PS podporuje vazbu
APC na PL. Kofaktorem PC je pouze volny PS. PS nezavisle na APC také pfimo inhibu-
je protrombindza a tendzu a tato funkce je nezavisle na vazbé na C4bBP. Protein S také
specificky inhibuje aktivitu TF podporou neutralizace FXa cestou vazby TFPI, urych-
luje APC zprostfedkovanou neutralizaci PAI-1 a tim zvySuje lyzu fibrinové srazeniny.
Inhibuje aktivaci TAFI jednak jako kofaktor APC, jednak nezavisle na APC.

C4b vazajici protein (C4bBP) je regula¢ni multimerni protein cesty komplemen-
tu sloZeny z o Fetézct (6-7) a ¢ast také s P Fetézcem. Pouze forma s B fetézcem rever-
zibilné vaze protein S. Jeden z u¢inkt PS je zprosttedkovani vazby C4bBP na povrch
bunék.

Trombomodulin (TM) je integralni transmembranovy GP stéle pritomny na cév-
nim endotelu. V hemostaze TM pisobi tfemi zpiisoby: je kofaktorem pro aktivaci PC
trombinem, inhibuje proteolytické piisobeni trombinu, pokud TM v molekule obsahu-
je galaktozaminoglykan urychluje inaktivaci trombinu antitrombinem. Vazba TM-T
nevyzaduje Ca*. Nizka koncentrace FVa urychluje vazbu PC na TM-T.

EPCR (endotelidlni receptor pro protein C) je také transmembranovy protein. Je
homologni s HLA 1. tfidou/CDI - spoluptisobici v imunitni odpovédi. Zvysuje aktivaci
PC na endotelu, snizuje antikoagula¢ni ptisobeni APC.
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